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Herstellung konzentrierter Lésungen aus verdinnten 
durch blo&Se Membranwirkung 
Ein Modellversuch zur Funktion der Niere 


Von 


Werner Kuhn und Kaspar Ryffel 


Mit 11 Figuren im Text 
(Aus dem Physikalisch-chemischen Institut der Universitat Basel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. August 1942) 


1. Einleitung 


Ks ist auBerordentlich leicht, verdiinnte Lésungen zu erhalten, 
indem man zu konzentrierten Lésungen Liésungsmittel hinzufiigt. 
Die Umkehrung des Verdiinnungsvorganges, also die Herstellung 
konzentrierter Lisungen aus verdiinnten dagegen ist nicht leicht 
zu verwirklichen. Sie muB durch die umstindliche und fast ge- 
waltsame MaBnahme des Kindampfens der Lésungen erreicht werden. 

In seltenen Fallen kann eine Konzentrierung auch durch Aus- 
frieren erreicht werden, eine MaSnahme, die in der Praxis selten 
getibt wird und die im lebenden Organismus aus naheliegenden 
Griinden nicht in Frage kommt. 

Theoretisch méglich, aber weder in der Technik noch im 
Organismus verwendbar wire ferner das Auspressen des Lésungs- 
mittels durch Membranen, welche fiir das Loésungsmittel, nicht 
aber fiir die gelésten Stoffe durchlissig sind. Bereits fiir die Her- 
stellung von z. B. 3 n-Lésungen ist ja schon bei Zimmertemperatur 
die Anwendung eines Druckes von etwa 70 Atm. notwendig; die 
Membranhiiute werden dadurch mechanisch gefahrdet oder es leidet 
die Mengenleistung, falls die Gefahr des Platzens durch massiven Bau 
oder durch mechanische Abstiitzung der Membran vermieden wird. 

Der Tendenz, bestehende Konzentrationsunterschiede auszu- _ 
gleichen und der Schwierigkeit, aus verdiinnten Lésungen konzen- 
trierte herzustellen, entspricht es, dab die meisten im lebenden 
Organismus vorkommenden Fliissigkeiten isotonisch sind, daf sie 
also denselben osmotischen Druck und dieselbe Dampfdruckserniedri- 
sung gegeniiber reinem Lisungsmittel besitzen. Wenn wir zwei 
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isotonische, im iibrigen aber verschieden zusammengesetzte Lésungen 
(z. B. eine Kochsalzlésung und eine mit ihr isotonische Rohrzucker- 
lésung) durch eine fir das Lésungsmittel (Wasser) durchlissige, 
fir alle gelésten Stoffe dagegen undurchlissige Membran trennen, 
so erkennen wir die Kigenschaft der Isotonie bekanntlich daran, 
daB die beiden Lisungen hinsichtlich des Lésungsmittels miteinander 
im Gleichgewicht stehen, daS also Wasser weder in der einen 
noch in der anderen Richtung durch die Membran hindurchtritt. 
Ist eine der beiden, an die Membran grenzenden Liésungen hoéher 
konzentriert (hypertonisch’, so zieht sie aus der verdiinnten Liésung 
so lange durch die Membran hindurch Wasser an, bis der Zustand 
der Isotonie erreicht ist. Die erwihnte Tatsache, daB fast alle im 
Organismus vorkommenden Fliissigkeiten miteinander isotonisch 
sind, entspricht dem Umstande, daB fast alle Membranen des Or- 
ganismus fiir das Lésungsmittel Wasser durchlissig sind und dab 
daher die Isotonie durch diese Membranen hindurch sofort sich 
einstellen miiBte, wenn sie nicht von vornherein verwirklicht wire. 

Ks zeigt sich indessen, da8 von dem Grundsatze, nur isotonische 
Lésungen im Organismus zu verwenden, in einigen Fallen abge- 
wichen wird. So hat der Harn, welcher von der Niere tiglich in 
groBer Menge ausgeschieden wird, eine besonders hohe Gesamt- 
konzentration an gelésten Stoffen. Sie kann fiir Menschenharn 
bis 1,5 Mol/Liter betragen, was bei 37° einem osmotischen Druck 
von 38 Atm. entspricht, wihrend das Blut und andere ,,normale“ 
K6rperfliissigkeiten einen osmotischen Druck von nur 7,7 Atm. be- 
sitzen. Es ist ausgeschlossen, daB die hohe Gesamtkonzentration 
des Harns durch Auspressen des Wassers unter Anwendung eines 
einseitigen Uberdruckes von 40 Atm. hervorgebracht wird und doch 
steht die Tatsache fest, daB diese Konzentration (fortan Kz.) aus- 
gehend von niedrig konzentrierten Lisungen fortlaufend erzeugt 
wird. Angesichts der eingangs betonten Schwierigkeit, aus isotoni- 
schen Lésungen niedriger Kz, Lisungen von hoher Kz. herzustellen, 
hat man bei dieser merkwiirdigen von der Niere (und anderen 
Sekretionsorganen) hervorgebrachten Leistung gelegentlich die Frage 
gestellt, ob es sich um eine den Lebensvorgingen eigentiimliche, 
auf Grund physikalisch-chemischer Gesetze nicht zu begreifende 
Leistung handelt. 

Wir sind der Ansicht, daB es nicht nur in der unbe- 
lebten, sondern auch in der belebten Materie keinen Vor- 
gang gibt, dessen Ergebnis anders ist, als es auf Grund 
der physikalisch-chemischen Gesetze, insbesondere auf 
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Grund des ersten und zweiten Hauptsatzes der Warme- 
theorie gefordert werden mu8 und daB8 eine Grenze 
zwischen Vorgingen an belebter und unbelebter Materie 
nicht etwa darin besteht, daB die eine der chemischen 
Thermodynamik vollstandig, die andere dagegen nur un- 
vollstindig gehorcht. Es muf, wenn diese Ansicht richtig ist, 
moéglich sein, auch die von der Niere hervorgebrachte Kz.-Steige- 
rung ohne Anwendung von Uberdrucken in vitro unter Zuhilfe- 
nahme kiinstlicher, nicht lebender Membranen hervorzubringen. 
Die folgenden Uberlegungen und Versuche sollen zeigen, daB dies 
wirklich in einfachster Weise méglich ist. Es handelt sich um 
eine Kombination von an sich seit langem bekannten MaBnahmen. 


2. Prinzip der Methode 


Wir wollen das wesentliche an demjenigen Beispiel klarmachen, 
welches wir fiir die Durchfiithrung der Versuche tatsiichlich ver- 
wendet haben: es seien vorgelegt je 0,1 m-wiBrige Liésungen von 
Phenol (fortan Ph.) einerseits, von Rohrzucker (fortan Rz.) ander- 
seits. Die Kz. dieser Ausgangslésungen wollen wir mit C, bezeichnen. 
Wir werden zuerst theoretisch und dann experimentell 
zeigen, da es méglich ist, ausgehend von diesen Loésun- 
gen [Kz. C,] ohne Anwendung von Druck, durch blofes 
Vorbeistrémenlassen an Membranen, grundsitzlich be- 
liebig konzentrierte Rohrzuckerlésungen (fortan Rlsgn.) her- 
zustellen. Wir benétigen auBer den genannten Lésungen zwei 
verschiedene Arten yon Membranen: 

1. Kine Membran W, welche fiir Wasser durchlissig, fiir Rz. 
und fiir Ph. dagegen undurchlissig ist; in unsern Versuchen war 
dies eine Ferrocyan—Kupfermembran. 2. Eine Membran P, welche 
nur fiir Ph. durchlassig, fiir Wasser und Rz. dagegen undurch- 
lissig ist; in unserm Versuch war dies eine Kautschukmembran. 

Um das Prinzip unserer Methode zu erliutern, wollen wir 
zunichst feststellen, was geschehen wird, wenn wir, wie es in Fig. la 
angedeutet ist, eine sehr groBe Menge von Phenollisung (fortan 
Plsg.) [Kz. C,] tiber eine Ph.durchlissige Membran P mit einer 
Risg. [Kz. C,] in Beriihrung bringen, und wenn wir die letztere 
wiederum iiber eine wasserdurchliissige Membran W, mit einer 
Risg. von der Kz. C, baw. itber W, mit einer Plsg. von der Kz. C, 
zusammenbringen. Wir sehen, dafi zuniichst alle Lésungen isotonisch 
sind. Wir stellen aber fest, daB sich trotzdem an der Membran P 
ein Vorgang-abspielen mu8: da Ph. nicht aber Wasser und Rz. 

10* 











| 
; 
; 
; 
i 
: 








148 Werner Kuhn und Kaspar Ryffel, 


durch die Membran P hindurchtreten kann, wird Ph., welches sich 
zuniichst nur in der Lésung rechts der Membran vorfindet, durch 
die Membran in die Rlsg. eindringen und zwar, da das Vol. der 
Plsg. als sehr groB vorausgesetzt wurde, so lange, bis auch im 
Vol. V der Fig. 1 die Ph.-Kz. C, hergestellt ist (Fig. 1b). Nach 
AbschluB der an der Membran P stattfindenden Vorgiinge enthalt 
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Fig. la. Ausgangszustand 
Vorrichtung zur Erzeugung von Rohrzucker- und Phenollésungen der Konzentration 2C), 
ausgehend von Rohrzucker- und Phenollésungen der Konzentration Co 
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Fig. 1b. Endzustand (nach Betitigung der Membranen P, W, und W,) 


also das Vol. V eine Loésung, welche sowohl hinsichtlich Rz. als 
auch hinsichtlich Ph. je die Kz.C,, also die Gesamt-Kz. 2C, be- 
sitzt. Der osmotische Druck dieser Lisung ist also gleich 2 C,, RT. 

Die an diese Liésung durch die wasserdurchliissige Membran W, 
angrenzende Lésung vom kleinen Vol. V, ist nun nach Voraus- 
setzung eine ftlsg. von der Kz. C,. Ihr osmotischer Druck ist daher 
gleich C, RT, also nur halb so groB als der osmotische Druck, 
der im Vol. V nach AbschluB8 der Diffusionsvorgiinge an der Mem- 
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bran P befindlichen Liésung. Infolgedessen wird die in V befind- 
liche Lésung durch die Membran W, hindurch der in V, befind- 
lichen Rlsg. Wasser entziehen und zwar so lange, bis die osmotischen 
Drucke in V, und V gleich gro8 geworden sind. Da wir V, als 
sehr klein vorausgesetzt haben, bedeutet das, daB der in V, befind- 
lichen Risg. so lange durch W, hindurch Wasser entzogen wird, 
bis die Kz. in V, gleich 2C, geworden ist (Fig. 1b). 

Entsprechend wird auch durch die wasserdurchlassige Mem- 
bran W, hindurch der in dem kleinen Vol. Vpn, enthaltenen Plsg. 
so lange Wasser entzogen, bis auch in V pp, eine Plsg. von der 
Kz. 2C, vorliegt (Fig. 1b). 

Nach Beendigung den Diffusionsvorginge sowohl an der Mem- 
bran P als auch an den Membranen W, und W, werden wir also 
die Kzn. vorfinden, wie sie in Fig. 1b eingetragen sind. Wir er- 
kennen, daf wir uns, ausgehend von lauter isotonischen Lésungen 
von der Kz. C,, mit Hilfe der Membranen P, W, und W, kleine 
Mengen von Risgn. und Plsgn. verschafft haben, deren Kz. gleich 
2C, ist, daB wir also durch reine Membranwirkung ohne 
Anwendung duBerer Drucke eine Verdoppelung der ur- 
springlichen Kzn. sowohl der Risg. als auch der Plsg. 
erreicht haben. Es ist klar, dab wir diesen Vorgang beliebig 
oft wiederholen kénnen, und daf wir so beliebige Mengen an Risg. 
und an Plsg. der Kz. 2C, herstellen kénnen. 

Indem wir diese Liésungen in eine neue Versuchsanordnung 
von der in Fig. la angedeuteten Beschaffenheit einsetzen, erhalten 
wir Risgn. und Plsgn. der Kz.4C,; indem wir diese wiederum 
einsetzen, Lésungen von der Kz.8C, usw. Es ist klar, daB es 
so gelingen muB, beliebig konzentrierte Plsgn. und Rlsgn. 
zu erhalten. 

3. Vervielfaltigung 
der im Einzelversuch erzielten Konzentrationssteigerung 


Trotzdem die Versuchsanordnung Fig. la, 1b das Grundsitz- 
liche mit geniigender Deutlichkeit zeigt, wird man bei der prak- 
tischen Ausfiihrung nicht bei dieser Anordnung stehen bleiben; 
man wird insbesondere versuchen, die geforderte Vervielfaltigung 
der im Einzelversuch erreichten Kz.-VergréBerung ohne Preisgabe 
groBer Volumina mittelstark konzentrierter Lésungen durchzufihren. 

Wir deuten im folgenden einige Anordnungen an, durch welche 
die Vervielfiltigung des Kinzelefiektes erzielt werden kann. Prak- 
tisch haben wir uns bisher auf die Durchfiihrung einer dieser An- 
ordnungen beschrinkt. 
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a) Anordnung zur fortschreitenden Anreicherung 
eines Bestandteils 


Kine Anordnung, bei welcher eine fortschreitende Erhéhung 
der Kz. eines Bestandteils, in unserm Beispiel des Rz. erzielt 
wird, ist in Schema Fig. 2 dargestellt. Die Ausgangslésungen 
sind eine Plsg. und eine Rlsg., je von der Kz. C,. Die Kz. C, 
wihlen wir als MaBstab fiir die spiter erzielten Kz. Wir deuten 
das dadurch an, daf wir die Ausgangslésung durch die Kz.-Angabe 
1Z bzw. 1@ kennzeichnen. 

Indem wir Rlsg. und Plsg. an einer Membran P (phenol- 
durchlissig) ane?nander vorbei strémen lassen (Kinzelvorrichtung 
Nr. 1, links in Fig. 2), erhalten wir eine Liésung, welche sowohl hin- 
sichtlich Ph. als auch hinsichtlich Rz. die C, besitzt, also eine 
Lésung, welche durch die Angabe 1Z, 1® zu kennzeichnen ist 
(Mitte der Kinzelvorrichtung Nr. 1 in Fig. 2). Mit Hilfe einer 
Lésung, welche irgendeinen fremden Stoff N in der Kz. C, ent- 
hilt, kann das Ph. aus der durch 1Z, 1@ gekennzeichneten 
Liésung wieder entfernt werden. (Kinzelvorrichtung Nr. 1, links 
unten in Fig. 2). Wie in Fig. 2 angedeutet, fiihren wir die 
Herstellung der Lisung | @, 1 Z, sowie die Riickbildung der Lésung 1Z 
aus der Lisung 1@, 1Z in zwei zueinander parallel arbeitenden 
Vorrichtungen durch. (Kinzelvorrichtungen Nr.1 und 2, links 
in Fig. 2.) Die in der zweiten Vorrichtung riickgebildete Lésung 
1Z bringen wir sodann iiber eine wasserdurchlissige Membran W 
mit der in der ersten Vorrichtung gebildeten Lisung 1@, 1Z in 
Beriihrung. Die Lésung 10, 1Z wird jetzt der Lésung 1Z 
Wasser entziehen, so lange bis wir eine Zuckerlésung von der Kz. 2C,, 
welche durch die Kz.-Angabe 2Z zu kennzeichnen ist, erhalten 
haben. Aus dieser durch 2Z gekennzeichneten Liésung wird jetzt 
in Einzelvorrichtung Nr.3 der Fig. 2 in bekannter Weise eine 
Lésung 1, 2Z und aus dieser wieder eine Lisung 2Z her- 
gestellt. 

In den Parallelvorrichtungen Nr. 3 und folgenden der Fig. 2 
sind die zur Zusammenfiigung yon Ph. und Wiederentfernung 
desselben zu beniitzenden Hilfsvorrichtungen, die wir in Vor- 
richtung Nr. 1 und 2 angegeben haben, der Ubersichtlichkeit 
halber nicht wieder eingezeichnet. 

Indem wir die Liésung 2Z mit der Liésung 1, 1Z iiber 
eine wasserdurchlissige Membran in Beriihrung bringen, wird die 
Kz. 2Z sichergestellt, auch fiir den Fall, daB die in der Parallel- 
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Vorrichtung Nr. 3 entstandene Lésung 1P, 2Z durch Wasser- 
aufnahme (vgl. unten) verdiinnt worden ist. In der Parallel- 





WwW 
” 9) 


































































































































































































































































































5 
00 T 
| | 
ad 0 
rh 
+ = 
mn 
:0 
“ts 
eB) 
ay 
a. 
=] 
N 
= 
~ ° 
Ve) n fo} 
& 
—— cE 
\ ® 
bo 
=. 
kK 
™ = 
Ye) ‘ e $ 
a § 
. N 
a 8 
Ft 
=) 
vo 
= 
+ ” 2g 
~ ‘ 
— 
a = 
mM 
+ 
a 
ee 
=) 
mM N 
~ pS be 
\ 8 
\ S 
cs 
te 
° 
a 































































































vorrichtung Nr. 4 geschieht dasselbe wie in Parallelvorrichtung Nr. 3, 
die Lésung 2Z von Vorrichtung 4 unten wird jetzt mit der 
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Lisung 1P, 2Z von Vorrichtung 3 iiber eine wasserdurchlissige 
Membran in Beriihrung und damit auf die Kz. 3Z gebracht. 
Durch die Wasseraufnahme wird die Lisung 1P, 2Z in Vor- 
richtung 3 etwas verdiinnt, so da® nach Entfernung des Ph. in 
Vorrichtung 3 unten in Wirklichkeit nicht ganz die Kz. 2Z vor- 
liegt. Das ist der Grund, weshalb die Lésung 2Z von Vorrichtung 3 
unten nochmals mit der Liésung 1P, 1Z von Vorrichtung 2 in 
Beritihrung zu bringen war. Man erkennt, wie die Vorrichtnngen 
5 und folgende in ganz analoger Weise arbeiten und da in der 
Gesamtaufstellung von links nach rechts fortschreitend eine Kz.- 
Zunahme erzielt wird. Das zur Erzielung der Kz.-Steigerung 
aus der Risg. zu entfernende Wasser wird in der Gesamtvorrichtung 
in systematischer Weise von rechts nach links beférdert und 
letzten Endes an die Vorrichtung Nr. 1 abgegeben. 


b) Vorrichtung, durch welche gleichzeitig mehrere 
Bestandteile auf héhere Konzentration gebracht werden 


Bei der vorstehend (Abschnitt a) beschriebenen Apparatur 
wird in jeder Einzelvorrichtung mit Hilfe einer Lésung N das Ph. 
aus den Liésungen 19, 1Z; 10, 2Z usw. herausgenommen, Wir 
erhalten dabei im idealen Falle Lésungen 1 @, 1N, also Lésungen 
von der Gesamtkz. 2C,. Wir haben diese Lésungen, wie durch 
den Pfeil in Fig. 2 links unten angedeutet, verloren gegeben, ob- 
wohl sie bereits, verglichen mit den Ausgangslésungen, ein 
Konzentrat darstellen. Anstatt diese Lésungen verloren zu geben, 
kénnen wir sie beniitzen, um z. B. die Ph.-Hilfslésungen, bevor 
wir diese mit der Risg. iiber die Membran P in Beriihrung bringen, 
auf héhere Kz. zu bringen. Eine Anordnung, in welcher von dieser 
Méglichkeit Gebrauch gemacht wird, ist in Fig. 3 angedeutet. 

Die Einzelvorrichtungen Nr. 1, 2, 3, 4 usw. sind im ganzen 
in ihnlicher Weise gebaut und sie wirken in ihnlicher Weise wie 
die Kinzelvorrichtungen in Fig. 2. Es wird z. B. die Lisung N 
in Kinzelaggregat Nr. 1 dazu verwendet, um der Lisung 10, 1Z 
das Ph. zu entziehen. Nachdem dies aber geschehen ist, wird 
diese Lésung, welche, wie schon bemerkt, nunmehr auch noch 
Ph. enthalt und somit niherungsweise durch die Kz.-Angabe 
1N, 1@ zu kennzeichnen ist, dazu verwendet, um die Plsg., welche 
im Kinzelaggregat Nr. 2 eingesetzt werden soll, von der Kz. 10 
auf die Kz. 2@ zu bringen; das geschieht dadurch, daB die Lésung 
1N, 1@ iiber eine wasserdurchlissige Membran mit der zu kon- 
zentrierenden Plsg. in Beriihrung gebracht wird. In Aggregat 2 
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steht dann eine Ph.-Hilfslésung von der Kz. 2@ zur Verfiigung 
und dies hat zur Folge, daB bei der Beriihrung dieser Plsg. mit 
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Fig. 3 
Vorrichtung zur gleichzeitigen Konzentricrung von Phenol- und Rohrzuckerlésungen 
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Risg. 1Z eine Lisung mit den Kz. 2@, 1Z entsteht. Wir ver- 
fahren analog in den siimtlichen gemifB Fig. 3 zu_ beniitzenden 
Einzelvorrichtungen mit dem Ergebnis, da& der Anstieg der Kz. 
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beim Fortschreiten von rechts nach links wesentlich rascher als 
im Falle der Fig. 2 erfolgt. 


c) Konzentrationssteigerung unter Anwendung 
eines Gegenstromprinzips 


Die an Hand von Fig. 2 und 3 beschriebenen Vorrichtungen 
haben beide den Nachteil, daB eine ziemlich groBe Anzahl von P- 
und W-Membranen bendtigt wird, wobei alle Membranen einwand- 
frei arbeiten miissen, wenn der gewiinschte Effekt erreicht werden 
soll. Eine einzige defekte Stelle in einer der Membranen koénnte 
den Erfolg in Frage stellen. 

Es ist darum wichtig, daB es eine Méglichkeit gibt, die 
Anreicherung auch unter Anwendung ganz weniger Membranen, 
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A Fig. 4 
Herstellung einer konzentrierten Rohrzuckerlésung aus Rohrzucker- und Phenollésungen je von 


der Konzentration C, unter Anwendung eines Gegenstromprinzipes und unter Beniitzung nur einer 
wasser- u. einer phenoldurchlissigen Membran. Die gréBte Rohrzuckerkonzentration tritt bei G auf 


nimlich unter Anwendung nur je einer W- und P-Membran durch- 
zufiihren. Eine solche Anordnung ist in Fig. 4 angedeutet. Kine 
Risg. von der Kz. C, strémt bei A (Fig. 4) in die Apparatur ein. 
Sie flieBt der fiir Wasser durchlissigen Membran W entlang, 
wechselt bei G die Richtung und flie{t derselben Membran W 
entlang (zwischen Membran W und P) zuriick, um die Apparatur 
bei B zu verlassen. Gleichzeitig strémt in ziemlich raschem 
Tempo Plsg. von der Kz. C, bei E ein, flieBt der der Risg. ab- 
gewendeten Seite der Membran P entlang und verliBt die 
Apparatur bei F, . 

Man erkennt nun folgendes: es wird zunichst der Raum von 
A iber G bis B mit Risg. von der Kz. C,, der Raum EF bis F 
mit Plsg., ebenfalls von Kz. C, gefiillt. Genau wie bei Fig. 1 
beschrieben tritt jetzt Ph. aus dem Raum E—F in den Raum G—B 
(Rlsg.) titber, so daB dort im Idealfalle eine Lésung von der Gesamt- 
Kz. 2C, (Rz.+ Ph.) entsteht. Die im Raume G—B sich bildende 
Ph.haltige Risg. entzieht sodann der im Raum 4—G enthaltenen 
Ph.freien Lésung durch die Membran W hindurch Wasser. Es 
tritt somit eine Steigerung der im Raum A—G zu treffenden 
Rz.-Kz. ein. Wie beschrieben, wird nun diese mit Zucker in 





~ 
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Or 


etwas erhéhter Kz. beladene Lésung vom Punkte G der Apparatur 
aus zwischen den Membranen P und W nach 8B zuriickgefiihrt. 
Vom Raume H—F aus tritt durch die Membran P Ph. zu dem 
bereits in erhéhter Kz. vorhandenen Rz. in die zwischen G und B 
befindliche Liésung ein, wihrend Risg. der Kz. C, bei A in die 
Apparatur nachstrémt. Da diese Lésung auf dem Wege von A 
bis G durch die Membran W hindurch mit einer Lésung in Be- 
riihrung steht, die sowohl Ph. als auch eine erhéhte Rz.-Kz. ent- 
halt, erfolgt die HKntziehung von Wasser durch W hindurch auch 
dann noch, wenn im Raume A—G eine von links nach rechts 
steigende Rz.-Kz. auftritt. Nach einiger Zeit wird daher am 
Punkte G der Apparatur eine Risg. in den Raum G—B einstrémen, 
deren Kz. nochmals gesteigert ist. Der Vorgang wiederholt 
sich, so daB sich im Laufe der Zeit eine starke Kz.- 
Steigerung der bei G anzutreffenden Liésung ausbildet. 
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Fig. 5 
Herstellung einer konzentrierten Rohrzuckerlésung. Maximale Konzentration bei G, 
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Die Grenze bis zu welcher sich diese Kz.-Steigerung fortsetzt, 
wird einerseits durch die Riickdiffusion des Rz. in dem lings 
A—G auftretenden Kz.-Gefille gegeben sein, andererseits aber 
auch dadurch, daB das EKintreten von Ph. aus dem Raum H—F 
in den Raum G—B und der Ubertritt von Wasser aus dem Raum 
A—G in den Raum G—B Zeit benétigt. Wir werden unten iiber 
diesen Punkt noch einige Angaben hinzufiigen. 

Kine dhnliche Wirkung wie mit der Anordnung Fig. 4 er- 
halten wir auch mit der in Fig. 5 skizzierten Apparatur. Es ist 
ersichtlich, daB sie sich von der Anordnung Fig. 4 nur wenig 
unterscheidet. Hier flieBt die Risg. von A iiber G, G, nach B, 
die Plsg. von # nach F, wobei sie titber die Membran P mit der 
Risg. in Berithrung kommt und dieser Ph.-Kz. C, erteilt. Wieder- 
um kommt auf dem Wege von G, nach B entlang der wasser- 
durchlissigen Membran W eine Ph. enthaltene Risg. mit einer 
von Ph. freien Rlsg. in Berihrung. Die Rz.-Kz. an der Stelle G, 
nimmt infolgedessen auch hier im Laufe der Zeit bis zur Er- 
reichung eines stationiren Héchstwertes zu. 

Die Anordnung Fig. 5 bietet den Vorteil, daB jedes Fliissig- 
keitsvolumen héchstens gegen eine einzige semipermeable Membran 
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sonst aber gegen aus festen Kirpern gebildete Wande angrenzt, 
wabrend das Volumen G—B in Fig. 4 gleichzeitig mit einer 
wasserdurchlissigen und mit einer ph.durchlissigen Membran in 
Bertthrung zu bringen ist, was bei der mechanischen Empfind- 
lichkeit der Membranen unangenehm ist. Wegen der experimentell 
eriBeren Kinfachheit haben wir daher der Anordnung Fig. 5 den 
Vorzug gegeben. Sie hat aber den Nachteil, daB die Beschickung 
der Risg. mit Ph. nur einmal (im Raume G,—G,) erfolgt und daB 
beim Strémen im Raume G,—B die Kz. sowohl der Rz.-Kz. als 
auch die Ph.-Kz. infolge Wasseranziehung aus dem Raume A—G, 
abnimmt. Das hat zur Folge, daB die Wasseranziehung aus dem 
Raum A—G, beim Fortschreiten von G, nach B starker ab- 
nimmt als in dem Falle, daB die Ph.-Kz. im Raume G,—B 
konstant (gleich C,) gehalten wird. 
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Fig. 6 Polarimeter 


Herstellung einer konzentrierten Rohrzuckerlésung aus Rohrzucker- und Phenollésungen je von 
der Konzentration Co. Gegenstromprinzip mit Beniitzung von 2 wasser- und 2 phenoldurchlissigen 
Membranen, Die gréhte Rohrzuckerkonzentration tritt bei A, auf 


Wir kénnen diesen Nachteil vermindern, indem wir die Zu- 
fihrung von Ph. nicht nur ein einziges Mal, sondern zweimal 
vornehmen. Die entsprechende Vorrichtung zeigt Fig. 6. Strémungs- 
art und Wirkungsweise ist auf Grund des bisher Gesagten klar. 
Zur Feststellung der Rz.-Kz. zwischen A, und G,, wo sich ja bei 
diesem Verfahren die héchste Rz.-Kz. einstellen soll, wird die 
bei A, austretende Lésung vor dem Kintritt in G, durch ein 
Polarisationsrohr geleitet. Es ist auf diese Weise méglich, die 


Rz.-Kz., ohne den Vorgang in der Membrankombination zu stéren, 
laufend zu verfolgen. 


4. Versuchsergebnisse 
Wegen der besonderen experimentellen Einfachheit wurden 
Versuche mit Hilfe der in Fig. 5 und 6 skizzierten Anordnungen 
durchgefiihrt. EKinzelheiten iiber die Membranen und iiber die 
Vorrichtung, welche die Bespiilung der Membran mit zwei ver- 
schiedenen, an diese angrenzenden Liésungen gestattet, werden im 
nichsten Abschnitte gegeben. 


In einem ersten Versuch wurde in der Anordnung Fig. 5 
die Kz. C, der bei A einstrémenden Rlsg., ebenso die Kz. der 
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bei EL einstrémenden Plsg. gleich 0,2 Mol/Liter gewadhlt. Bei G, 
wurden von Zeit zu Zeit Proben entnommen und deren Zucker- 
gehalt durch Feststellung des optischen Drehungsvermégens er- 
mittelt. Die Geschwindigkeit, mit welcher die Plsg. bei # ein- 
stroémte, wurde gleich 4 ccm/h gewahlt; die Geschwindigkeit, mit 
der die Rlsg. bei A einstrémte, wurde variiert; sie ist fiir die ein- 
zelnen Zeitabschnitte aus Spalte 3 von Tab. 1 zu entnehmen. Spalte 2 
gibt die nach verschiedenen Zeiten bei G, beobachtete Drehung. 


Tabelle 1 








Zeit Einstrémende Menge 
in Tagen aetna in Stunde 

0 4,5° ta 

6 73° : ” 

7 7,4° “ 

Q 8,9° ”? 

12 8,8° 2 











Der Versuch zeigt die im Laufe der Zeit sich einstellende 
Kz.-Steigerung der bei G, durchflieBenden Rlsg. Die Feststellung, 
daB zwischen dem 6, und 7.'Tage eine nur schwache Kz.-Steigerung 
auftritt, zeigt weiter, daB die Geschwindigkeit, mit der die Rlsg. 
den Apparat durchstrémt, nicht zu hoch gewahlt werden darf, 
indem die Beladung mit Ph. im Raum G, G, und der Entzug 
von Wasser im Raum G, B Zeit beansprucht. Wir kommen 
hierauf im nichsten Abschnitte zuriick. Nach Verlauf von 12 ‘lagen 
war in diesem Versuch die Gummimembran P undicht geworden, 
so daB die Kz. der Rlsg. wieder abfiel. 

Dieselbe Versuchsanordnung (Fig. 5) ergab bei Einsatz 0,1 n- 
Liésungen von Ph. und Rz. im Laufe von 22 Tagen eine Kz.- 
Steigerung der Rlsg.-Kz. bei G, auf das Doppelte der Ausgangs- Kz. 

Bei der Versuchsanordnung Fig. 6 (mit 2 Kupferferrocyanid- 
membranen W und 2 Gummimembranen P) wurde bei Einsatz 0,1 
molarer Ausgangslésungen im Laufe von 30 Tagen eine Anreiche- 
rung der bei A, austretenden Rlsg. auf das 3,5fache der Aus- 
gangs-Kz. erzielt. Die Strémungsgeschwindigkeit betrug 1 ccm/h. 

Die Durchfiihrbarkeit des zuerst theoretisch auseinander- 
gesetzten Verfahrens, also die Méglichkeit, durch bloBe 
Membranwirkung ohne Anwendung von Druck aus iso- 
tonischen Lésungen eine Kz.-Steigerung auf ein Mehr- 
faches der Ausgangs-Kz. zu erzielen, diirfte damit be- 
wiesen sein. 
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5. Herstellung der Membranen, Vorversuche 


Der Umstand, da nur kleine Strémungsgeschwindigkeiten 
in unserem Membransystem verwendet werden konnten und dab 
wir lange Zeiten bendtigten, um die Kz.-Steigerung zu erzielen, 
hiingt, wie zum Teil schon angedeutet wurde, damit zusammen, 
daB die im Laboratorium hergestellten Membranen, verglichen 
mit den im Organismus verwendeten, sehr grob sind, daf sie die 
permeierenden Stoffe nur langsam durchlassen und daf das 
Volumen der zwischen den Membranen enthaltenen Lésungen 
bei uns verhiltnismiBig groB war, trotz unseren Bemiihungen, es 
moglichst klein zu machen. Uber die tatsichliche Beschaffenheit 
unserer Membranen und der Vorrichtungen, mit deren Hilfe der 
Stoffdurchgang durch dieselben erzielt wurde, sei daher einiges 
angegeben. 


a) Ferrocyankupfermembran 


Die Ferrocyankupfermembran gehért bekanntlich zu den 
sog. Sieb-Membranen. Ihre Durchlassigkeit fir Wasser und die 
Higenschaft, Ph. und Rz. nicht durchzulassen, wird in erster Linie 
durch die Kleinheit der vorhandenen Poren bedingt. Man er- 
halt solche Membranen dadurch, da8B man Lésungen von Kupfer- 
sulfat und Kalium—Ferrocyanid gegeneinander diffundieren labt. 
In bekannter Weise laibt sich die mechanische Festigkeit der 
Membranen dadurch erhéhen, da’ man das Kupferferrocyanid 
sich in den groben Poren eines mehr oder weniger starren 
Tragers niederschlagen liBt. Als derartigen Traiger beniitzten 
wir Kollodium-Membranen, hergestellt durch AufgieBen von Kol- 
Jodiumlésungen auf Glasplatten, Abdunsten des Lésungsmittels 
und nachfolgendes Auswaschen mit Wasser. Durch geeignete 
Wahl der Trocknungszeit kann man sowohl eng- als auch weit- 
porige Kollodiummembranen herstellen. 

Kinige orientierende Versuche gaben folgende Ergebnisse: 
Kine frisch in der Kollodiumhaut als Triiger niedergeschlagene 
Kupferferrocyanidmembran, die bekanntlich fiir Rz. vollig un- 
durchlissig ist, besitzt eine recht gute selektive Durchlissigkeit 
fir Wasser, die merkwiirdigerweise sogar besser ist als die einer 
von Kupferferrocyanid freien Kollodiummembran, die infolge von 
Engporigkeit den Rz. eben noch zuriickhilt. 

So saugt eine 0,1 n-Risg. durch 1 qcom einer mit Kupfer- 
ferrocyanid beladenen Kollodiummembran in 24 Stunden etwa 
0,5 ccm Wasser an. Ks ist somit das Volumen Wasser, welches 
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pro Sekunde 1 gem hindurchtritt, wenn der Kz.-Unterschied 
zwischen den zu beiden Seiten der Membran befindlichen Lésungen 
ein Mol/Liter = 1 Millimol pro Kubikzentimeter betragt, gleich 
H = 0,5-10-10~5 = 5-107—° cm*/sec Millimol. Wenn man die 
Undurchlissigkeit fiir Rz. nicht dadurch herbeifiihrt, da8 man 
einen Kupferrocyanidniederschlag in einer weitporigen Kollodium- 
membran erzeugt, sondern dadurch, daB man in einer gleich 
dicken Kollodiummembran die PorengréBe klein macht, so erhalt 
man eine etwa 25mal kleinere Wasserdurchlissigkeit. 


Die Ferrocyankupfermembran ist insofern nicht ganz ideal, 
als sie zwar nach dem Gesagten eine recht gute Durchlassigkeit 
fiir Wasser besitzt, daB sie aber fiir Ph. nicht ganz undurch- 
lassig ist. 

Wenn z. B. eine Liésung mit 0,2 Mol Rz. und 0,2 Mol Ph. 
pro Liter in der unten an Hand von Fig. 7 beschriebenen Ap- 
paratur mit einer 0,2 mol. Risg. tiber eine Ferrocyankupfer- 
membran in Beriihrung gebracht wurde, wobei die beiden Lésungen 
im Gegenstrom zueinander mit einer Geschwindigkeit von 20 cm/h 
durchgeschickt wurden, so war zwar die Kz. der abflieBenden 
Risg. nach 7 Stunden von 0,2 auf 0,23 Mol/Liter gestiegen. [Die 
GroBe H berechnet sich hieraus zu 3-10—~° em* sec! Millimol™+.] 
Gleichzeitig aber war dann in dieser von Ph. urspriinglich freien 
Lésung ein Ph.-Gehalt von 0,03 Mol/Liter festzustellen. 


b) Gummimembran 


Die Gummimembran, welche fiir Wasser und Rz. undurch- 
lassig, fiir Ph. dagegen durchlissig sein soll, gehért zu den sog. 
Léslichkeitsmembranen. Poren besitzt sie nicht; ihre Durchlassig- 
keit fiir Ph. erhalt sie dadurch, das Ph. im Kautschuk molekular 
aufgelést wird, das Ph. hierauf im lésungsmittelfreien Kautschuk 
diffundiert und an anderer Stelle wieder abgegeben wird. 


Die fiir unsere Versuche verwendete Kautschukmembran er- 
hielten wir durch AufgieBen einer 6°/,igen Lésung von Kaut- 
schuk in Benzol auf Glasplatten, Abdunsten des Lisungsmittels 
und darauf folgendes Vulkanisieren. Die Vulkanisierung ertolgte 
durch ein etwa 2 Sekunden dauerndes Eintauchen in ein Gemisch 
von 500 ¢ Schwefelkohlenstoff und 100 g¢ Chlorschwefel. Die so 
von uns hergestellte Membran hatte eine Dicke von 0,02 mm. 
Durch 1 qcm einer solchen Membran diffundierten, wenn der 
Unterschied der Ph.-Kz. der zu beiden Seiten der Membran befind- 
































160 Werner Kuhn und Kaspar Ryffel, 


lichen Lésungen 1 Mol/Liter betriigt, etwa 2,5 mg(= 0,025- 10~3 Mol) 
Ph. pro Stunde. Bezeichnen wir mit G die Anzahl Millimol Ph., 
welche pro Quadratzentimeter und Sekunde bei einem kz.-Unter- 
schied 4c = 1 Mol/Liter hindurchtreten, so ist also 


1 
3600 
Wenn der Verteilungskoeffizient fiir Ph. zwischen Wasser 
und Kautschuk gleich 1 gesetzt wird, was gréfenordnungsmabig 
zutreffen diirfte, so ist das Kz.-Gefalle fiir Ph. in der 2-107~° cm 
dicken Gummihaut, wenn zu den beiden Seiten derselben ein 
Kz.-Unterschied im Wasser von 1 Mol/Liter vorliegt, gleich 


G = 2,5-107* = 7-10—* cm/sec. 


dc he 1 — 9 sane 4 
, i oe 5-10? Millimol/cm‘. 


Ist nun die bei diesem Kz.-Gefille pro Sekunde und qcem durch- 


diffundierende Ph.-Menge = we a Millimol/sec, so erhalten 


dt 36 
wir hieraus die Diffusionskonstante D des Ph. im Kautschuk, 
dn 


indem definitionsgemiB = 
a -10~° = D.5-10? und somit D = 107% cm?/sec. Wenn wir 
bedenken, da die Diffusionskonstante fiir molekular geléste Stoffe 
wie Ph. oder Rz. in Wasser von der GréSenordnung 107° cm?/sec 
ist, so sehen wir, daf die Diffusion des Ph. in Kautschuk als 
sehr langsam bezeichnet werden muB. Es ist daher sehr wahr- 
scheinlich, daB es, insbesondere im lebenden Organismus, halb- 
durchlassige Membranen geben wird, welche, einmal weil sie 
diinner gebaut sind und dann auch, weil sie fiir den durch- 
zulassenden Stoff eine gréBere Diffusionskonstante besitzen, eine 
Durchlassigkeitskonstante G aufweisen, welche gut um _ einen 
Faktor 100 oder 1000 gréBer sein wird, als der fiir unsere Kaut- 
schukmembran gefundene Wert von 7-10~® cm/sec. Trotzdem 
also die Kautschukmembran das Ph. nur ausgesprochen langsam 
durchtreten liBt, haben wir ihr, wegen ihrer guten Undurch- 
lassigkeit fiir Wasser, vor anderen Membranen den Vorzug 
gegeben. 


= ]) a sein muB. Wir haben also 


Zur Bestimmung der Konstanten G haben wir die Menge des durch 
die Membran in urspriinglich reines Wasser hindurchtretenden Ph. titri- 
metrisch gemessen. Das Ph. wird in wiiBriger Lésung durch iiberschiissiges 
Brom (angesiiuertes Bromid—Bromat-Gemisch) als Tribromid gefillt und der 
Bromiiberschu8 nach Zusatz von Jodkalium jodometrisch bestimmt. 
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c) Zellen zur Erzielung des Stoffaustausches . 
durch die Membran 


Die im vorigen beschriebene Membran muBte mit den 
stromenden Liésungen in solcher Weise in Beriihrung gebracht 
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werden, dafi eine méglichst groBe Membranoberfliche einem mig- 
lichst kleinen Fliissigkeitsvolumen gegeniiberstand, denn nur so 
konnte innerhalb annehmbarer Versuchszeit eine merkliche Kz.- 
Anderung in dem jeweils erwiinschten Sinne erzielt werden. Zu 
diesem Zwecke wurden aus quadratischen Kautschukplatten von 
1mm Dicke und 20 cm Kantenlinge Doppelrechen geschnitten. 
Fig. Ta zeigt einen solchen in Aufsicht. Zwischen 2 solcher 
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Kautschukplatten wurde die Membran (aus Ferrocyankupfer in 
Kollodium, bzw. aus Gummi) eingelegt; die aus den beiden 
Kautschukplatten und der Membran gebildete Tafel ihrerseits 
wurde zwischen 2 Spiegelglasplatten gelegt. Der Querschnitt der 
gesamten Vorrichtung ist in Fig. 7b dargestellt. Ks entstehen in 
solcher Weise zur Aufnahme der beiden iiber die Membran mit- 
einander in Verbindung zu bringenden Fliissigkeiten 2 Riume, 
von denen jeder durch eine Glasplatte, einen Doppelrechen und 
die zwischen die beiden Gummirechen gespannte Membranen ge- 
bildet wird. Zu- und Ableitungen der Fliissigkeiten erfolgte durch 
je 2 in den Glasplatten angebrachte Bohrungen (etwa an den 
Punkten g und h der Fig. 7a und 7b), so daf die Fliissigkeit 
im Zickzack, in stindiger Beriihrung mit der Membran, die Vor- 
richtung zu durchflieBen hat. Die Fliche, auf welcher jede der 
Fliissigkeiten in solcher Weise iiber die Membran mit der anderen 
Fliissigkeit in Beriihrung stand, betrug etwa 160 qcem, das 
Fliissigkeitsvolumen auf jeder Seite der Membran etwa 16 ccm. 


6. Quantitative Behandlung einiger der vorstehenden Membranversuche 


a) Die Uberfithrung von Phenol 
durch die Gummimembran in die Rohrzuckerlésung 


Als erstes behandeln wir die Uberfiihrung von Ph. aus einer 
Plsg. in die Risg. durch eine die beiden Liésungen trennende 
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Fig. 8 


Gummimembran. Der Streifen der phenoldurchlissigen Membran P 
(Fig. 8) habe die Breite 1 cm und die Linge L. Die Risg. 
stréme bei = 0 in die Apparatur ein und verlasse sie (bei z = L). 
Die Plsg. stréme am Punkte H (bei 2 = L) mit der Kz. P2oL= 0. 
ei und verlasse die Apparatur am Punkte F (bei x = Q) mit 
der Kz. y,,. Die Ph.-Kz. an einem beliebigen Punkte x sei 
gleich 2; die Strémungsgeschwindigkeit der Plsg. sei w. In 
unserem Falle ist w negativ. 
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Die Strémungsgeschwindigkeit der Risg. in der z-Richtung 
sei u und die Ph.-Kz. in der Rlsg. (entstehend durch Uber- 
diffundieren von Ph. aus dem Raume EF in den Raum AB) 
sel an der Stelle c=q,. Da bei A phenolfreie Lésung ein- 
strémt, ist m,,=90. Gesucht ist die Ph.-Kz. gm ,, mit welcher 
die Risg. beim Verlassen der Apparatur am Punkte B der Fig. 8 
beladen ist. Der in Fig. 8 eingetragene Abstand a (Dicke der 
mit der Membran P in Beriihrung stehenden Fliissigkeitsschicht) 
sei fiir die Phlsg.- und die Rlsg. je dieselbe (nach den zu Fig. 7 
gemachten Angaben war bei uns a= 0,1 cm). 

Die in der Phlsg.- und in der Rlsg. auftretende Ph.-Kz. sei 
verhiltnismiBig klein, so daB durch den Ubertritt von Ph. aus 
dem Raume Hf’ nach dem Raume 4 B die Strémungsgeschwindig- 
keiten praktisch genommen nicht geaindert werden; die Ge- 
schwindigkeit der Rslg. ist dann auf der ganzen Strecke AB 
gleich u, die der Plsg. auf der ganzen Strecke EF gleich w. Wir 
rechnen weiter so, als ob alle ‘Teile der Risg. dieselbe Ge- 
schwindigkeit wu (unabhingig von deren Abstand von der ruhenden 
Membran), alle Teile der Liésung im Raume EF’ entsprechend 
die Geschwindigkeit w besitzen, (u und w sind also die mittleren 
Strémungsgeschwindigkeiten der beiden Lésungen). Ebenso wollen 
wir bei der Rechnung voraussetzen, dab die Ph.-Kz. g, (im 
Raume AJ) nur von « abhingig sei; wir vernachlassigen also 
die Abhingigkeit der Kz. an der Stelle « vom Abstand des be- 
trachteten Volumenelementes von der Membran P. Ebenso sei 
auch g, nur von « abhingig. Diese Voraussetzungen laufen 
darauf hinaus, daB der Widerstand, der sich einem Ausgleich der 
Ph.-Kz. zwischen den Raumen EF und 4B entgegensetzt, haupt- 
sichlich in der Membran P liegt. Die gemachten Vereinfachungen 
kénnten, wie der Vergleich mit anderen dhnlich gelagerten Pro- 
blemen zeigt [Stofftrennung im Schwerefeld+); Stofftrennung durch 
Destillation?)] fallen gelassen werden, ohne daB das Ergebnis der 
Betrachtung wesentlich (mehr als um einen Zahlenfaktor von der 
GréBenordnung y 2) geindert wiirde. 

Wenn La und wu sowie w nicht praktisch gleich 0 ge- 
macht wird, kaun auBerdem die Diffusion in der z-Richtung ver- 
nachlissigt werden. Die fiir die zeitliche Anderung der Ph.-Kz. 
g, und g, mafgebenden Vorgiinge sind dann ausschlieflich die 


') H. Martin u. W. Kuhn, Z. physik. Chem. (A) 189, 219 (1941). 
*) W. Kuhn, Helvet. chim. Acta 25, 252 (1942). 
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Konvektion mit den Geschwindigkeiten wu bzw. w in der 2-Rich- 
tung und der Durchtritt von Ph. durch die semipermeable Mem- 
bran P. | 

Wir betrachten den zwischen den Koordinaten « und «+ dx 
liegenden Abschnitt des Raumes A B (Fig. 8). Durch Konvektion 
treten pro Zeiteinheit in dieses Volumenelement ein infolge Kon- 
vektion an der Stelle x 


> = yi,,:u-a Millimol Ph. 


an der Stelle ++ dz gehen hinaus 
ans = p12 4a¢ Ua Millimol Ph. 
Durch den sich von z bis 2+ dz erstreckenden Streifen der 
Membran P treten gleichzeitig in dieses Volumenelement pro Zeit- 
einheit ein 
dn, 
ee 
Hierbei ist G (wie schon 8.160 definiert) die pro Quadratzentimeter 
der Membran pro Sekunde im Falle m,—g,=1 durchgelassene 
Phenolmenge. Nach dem 8.160 Mitgeteilten hat die Grébe G etwa 
den Zahlenwert 7-10~® cm-sec™. 


—- dx. (Py — P,) - G Millimol Ph. 





Im stationiren Zustande muB 2" — 4% at sein, also 
dt dt dt 
[ UA(Pi,r — Pi,r+az) + ax (P. — YP) t=O 
dq, - | . 
(1) =— Ua 7 dx + io, /,) Gdzx, oder 
Le ee a 
dix Pe Pua 


In ihnlicher Weise erhalten wir 


d y: G 
D) Po “f 
=~ =— (~, — @ 
(2) dx (Ps fi) wa 
Die Lisung dieses Systems von Differentialgleichungen wird 
besonders einfach in dem Falle, daB u=—vw ist, daB also die 


beiden in Fig. 8 angewendeten Fliissigkeitsstréme entgegengesetzt 
gleiche Geschwindigkeiten besitzen. In diesem Falle sind die 
rechten Seiten von (1) und (2) einander entgegengesetzt eleich 
und die Substraktion von (1) und (2) gibt sofort 


dq, dp, 0 
da dr ? 


PP, — YP, = Const; 
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und hieraus folgt wegen ¢,, = 0: 


const = — Poo; 


so daB 


Aus (1) wird dann 


Pf, = Po— fPao- 


dq, ; . G 
dx 20° “a 
so dab , 
1 G 
vi” Fr Py, U ¢ "= P20 ua 
und fiir « = L: G 
f1,L = 20 rs L. 


Aus (2) erhalten wir in 4hnlicher Weise: 


€ . 
P2= Poot Poa * 
und fiir «= IL QI 
Ty 4 
P2,L = P2 + (20 ua 


G2, ist die Kz. mit der die Plsg. bei 7 (Fig. 8) einstrémt. Sie 
ist (neben —,, = 0) als durch die Versuchsbedingungen gegeben 
zu betrachten. Aus der vorstehenden Gleichung kann und muB 
daher die vorerst noch unbekannte GriBe g,, bestimmt werden zu 


(3) Po CA cnnttimsenctaieiniages 


Indem wir dies in die vorstehenden Gleichungen einsetzen, erhalten 
wir allgemein 


G 
—~@7 
ua 
(4) yi 94, t i ie 
] ‘ AA 
Ua 
me Po 7 Gia 
5) o_o 
\ Pe 4-(1+ 2) 
1 + 
ua 
und insbesondere Q 
"4 4 
(6) ( = ¢ pale: = ¢ 72, ~ 
ee a 7 Fe \ GL 
ua Ua 


Die Beziehung (6) besagt: 

Die Ph.-Kz., welche der bei A (Fig. 8) phenolfrei eintretenden 
Risg. in der Vorrichtung Fig. 8 erteilt wird, ist bis auf einen Faktor 
a i 

G L 
| + | 


if 
aj 
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gleich der Ph.-Kz., mit welcher die Plsg. bei # in den Raum 
eintritt. Soll der Faktor 


1 
ee ee 
1 4. GL 


ua 
praktisch genommen gleich 1, z. B. gleich 0,9 werden, so muB 
oo 
1+ GL 
ua 
eine kleine GréBe 5 (z. B. gleich ) = 0,1) werden. Praktisch 


genommen heift das, dab gleich der kleinen GréBe 0 


z. B. gleich 0,1) sein soll. 
Bei der an Hand von Fig. 7 beschriebenen Vorrichtung war 
L = 320 cm, a=0,l cm, G wie gesagt gleich 7-10~%cm sec™. 
Dies ergibt, wenn 0 = 0,1 gesetzt wird, zur Bestimmung von 
die Beziehung 

ueQ,1 

‘7-108. 320, 
Bei einem Gesamtweg von 320 cm dauert es also 40 Stunden, 
bis die Fliissigkeit sich in der Apparatur Fig. 7 einmal erneuert 


Ua 
GL 


= 0,1 oder wu = 2,24-10~% cm/sec = 8 cm/h. 


4 ‘ “ des : . : 
hat. Von ungefihr dieser GréBe rt = , Wird auch die Zeit sein, 


wiihrend der wir ungefaihr warten miissen, bis die die Vorrichtung 
Fig. 7 verlassende Risg. die geforderte Ph.-Kz. g,,, (ungefihr 
0,9+g2 1) erreicht hat. Fiir den Zusammenhang der Grife zr mit 
dem geforderten Werte von 0 und den Dimensionen der Versuchs- 


: ; ta ° ° ° 
apparatur erhalten wir wegen 0 ~ EG allgemein die Beziehung 
Pee : 
~ o s&s @ @ ] a 
= 2 oe” £ Bt 


in unserem Beispiel mit 0 = 0,1, also: 
(7) t= lQ. 


An dieser Bezichung ist von Interesse, daB die Zeit zr, die 
wir abwarten miissen, ehe das Ph. sich der Rlsg. praktisch 
genommen mitgeteilt hat, unabhingig wird von L und u (falls 
diese aufeinander so eingestellt werden, da 5 den vorgegebenen 
Wert erhilt), und nur abhingig von der Dicke a der PF liissigkeits- 
lamelle, die sich zwischen den Membranen bewegt und von der 
Membrandurchlassigkeit G. 
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Im weiteren ist die Beziehung (7) deswegen interessant, weil 
sie eine Abschitzung der Zeit zr erméglicht, welche im Organismus 
etwa notwendig sein dirfte fir die Erreichung desselben Zieles, 
welches wir mit der Gummimembran in der Apparatur Fig. 7 
in 40 Stunden erreicht haben: die Dicke der Fliissigkeitsschichten, 
welche mit den halbdurchlassigen Membranen etwa in der Niere 
in Berihrung kommen, wird man beispielsweise gleich 10—* cm 
(1/,9) mam) setzen kénnen, wahrend die GréBe G (Millimole Substanz, 
welche pro Sekunde durch 1 cm? der Membran hindurchtreten, 
wenn an der Membran ein Konzentrationsunterschied hinsichtlich 
des permeierenden Stoffes von 1 Mol/Liter vorliegt) ohne weiteres 
10° mal so groB wie fiir den Durchtritt von Ph. durch unsere 
Gummimembran sein kann (vgl. das 8.160 Gesagte). Die GréBe r 
wird in solchem Falle gemi8 Gleichung (7) um einen Faktor 105 
gegen den in unserem Versuche bendtigten Zeiten heruntergesetzt. 
Ks ist also durchaus mdglich, daB dieselben Effekte 
beispielsweise in der Niere nur so viele Sekunden be- 
notigten, als wir Tage beanspruchten. 

Bei Herleitung der Gleichungen (3) bis (6) aus den Be- 
ziehungen (1) und (2) hatten wir der Einfachheit halber u=—w 
vorausgesetzt. Diese Vereinfachung war nicht notwendig. Die 
Differentialgleichungen (1) und (2) lassen sich auch, wenn w nicht 
gleich — w ist, lésen. 

Wir erhalten dann das Ergebnis: 


Po Lt 








(3 a) a ee cc a ; 
cee a 
u-+ W U+- Ww 
utw G 
Ww ~ . x 
— ) : as ie we W a 
(4a) Pi = Pao wan E e |, 
wobei g,, aus (3a) zu entnehmen ist. Ferner haben wir 
‘5 a) - i 
(9) 7s" Fa Fi 
und 
72,1 
4% - ee 
Ww uM - - — L, 
> ; { e ue W a 
(Ga): utw utw 
uwt+w «eats 
. l eae é uU-ew a 
U + Ww 


Die Folgerungen, die wir daraus ziehen kénnen, sind im ganzen 
dieselben, wie wir sie schon im AnschluB an Gleichung (6) gezogen 





| 
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haben. Eine besondere Folgerung, deren Ergebnis auch ohne 
Rechnung klar ist, ergibt sich aus (6a) fir den Fall — wu, 
fir den Fall also, daB die Plsg. sehr viel rascher als die Rilsg. 
durch die Apparatur Fig. 7 strémt: Die Forderung, dab i, 1 
ungefihr gleich go, werde, ist, wenn —w>w ist, leichter 
bzw. schneller zu erreichen als in dem Falle —w=u: Wenn 
z. B. gir = 9,9 + gor sein soll, so wird t im Falle —w>u 
ungefahr 4mal kleiner, als im Falle — w = u. 


b) Der Ubertritt von Wasser aus der phenolfreien in die 
mit Phenol beschickte Rohrzuckerlésung 


Als Zweites behandeln wir den Ubertritt von Wasser von der 
von Ph. freien in die mit Ph. beschickte Rlsg.; wie sie an der 
Membran W in der Fig. 5 gezeichneten Apparatur vor sich geht. 
Wir nehmen an, daB die Risg. bei A Fig. 5 mit der Rz.-Kz. Z, 
und mit einer Geschwindigkeit u, einstrémt. Da Wasser durch 
die Membran W aus dem Raume AG, in den Raum BG, ibertritt, 
nimmt die Strémungsgeschwindigkeit wu zwischen A und G, all- 
mahlich ab und die Rz.-Kz., die wir mit Z, bezeichnen wollen, 
entsprechend zu. 

Da Rz. durch die Membran W weder ein- noch austritt, gilt 
zwischen A und G, die Beziehung 


(7) u-Z, =U Zr.. 


Auch bei dieser Betrachtung soll uw die mittlere Strémungs- 
geschwindigkeit der Plsg. an der Stelle 2, Z, die dort vorhandene 
mittlere Rz.-Kz. sein. 

In den Raum zwischen G, undG, wird der Rlsg. hinsichtlich Ph. 
die Kz. gq, erteilt. Da bei der Beschickung der Risg. mit Ph. 
weder Wasser noch Rz. verloren oder zugegeben wird und da der 
Ph.-Zusatz das Volumen der Lisung nur wenig verindert, ist die 
Rz.-Kz. Z27, bei G, gleich Z, 7 bei G,; ebenso ist wz = — uz, 
d. bh. es ist die Strémungsgeschwindigkeit und der Rz.-Gehalt, mit 
welcher die phenolbeladene Lésung bei G, einstrémt, gleich der 
Geschwindigkeit und dem Rz.-Gehalt, mit der die phenolfreie 
Lésung bei G, den Raum AG, verlieB. 


Die Strémungsgeschwindigkeit der phenolhaltigen Risg. wird 
2 _% ; y ee . pon : 
sich aber zwischen G, und B andern, da die Lisung Wasser aus 


dem Raume AG, aufnimmt. Wir bezeichnen diese Strémungs- 
geschwindigkeit an der Stelle « mit w, 
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Da Ph. auf dem Wege von G, nach 6B weder entsteht noch 
verschwindet, gilt, analog zu (7) fiir die Ph-Kz. g, am Punkte z 


(8) W- Pf, = WL Po- 


Diese Geschwindigkeit w an der Stelle x muB nun entgegen- 
gesetzt gleich wu (der Geschwindigkeit im Raume AG, an derselben 
Stelle 2) sein und zwar aus dem Grunde, weil auf dem Wege 
von x tiber G,,G, zuriick nach @ (jetzt nach « im Raume G, 5B), 
weder Wasser noch Rz. aus der Apparatur entnommen oder ihr 
zugetiihrt wird. Wir haben also allgemein 


(9) W(L) = — U(z). 

Da fiir die Rz.-Kz. auf dem Wege von G, nach B analog zu (7) gilt 

(10) wZ, = w+ 42,1, 

so haben wir wegen (7) und (9) und wegen der schon besprochenen 

Beziehungen wz, =— uy, und Zo, = Z, 7: 
weLZo,=—U-4,=w,-Z4.,=—U,-41,,=—uZ,, 


und somit allgemein (nicht nur fiir x = JL): 
(11) 4,=4,, 


d. h.: im stationairen Zustande ist die Rz-Kz. an der 
Stelle g der Fig.5 im RaumeG, B genau dieselbe wie im 
RaumeG, A. Infolge dieser Beziehung ist der Unterschied der 
Gesamtkonzentration der phenolhaltigen Lésung und der phenol- 
freien Loésung an der Stelle z [unter Beriicksichtigung der Be- 
ziehung (8)}: 


Wy U 


(12) Z, ae. ee 4, = F,= Po — = Po’ 


Wir kénnen auf Grund dieser Beziehung sofort die Ge- 
schwindigkeit angeben, mit welcher das Wasser aus der phenol- 
freien Lésung im Raume AG, nach der phenolhaltigen Lésung 
im Raume G, B hiniibergesaugt wird, wenn wir das pro Zeit- 
einheit pro Quadratzentimeter durch die Membran W bei Vor- 
liegen eines Kz.-Sprunges 4dc=1 beforderte Liésungsmittel- 
volumen H kennen (Definition S. 159). Fiir die von uns ver- 
wendete in Kollodium niedergeschlagene Ferrocyankupfermembran 
war H = 5-10~5 cm* sec™! Millimol—!; bei Vorliegen eines Kz.- 
Sprunges p, = gy — ist darum die durch einen Membranstreifen 


von der Breite 1 cm und der Linge dz in der Nihe der Stelle z 














i 
: 
4 
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aus der Lisung AG, in den Raum G, Bb pro Sekunde beférderte 
Wassermenge gleich 
dv Po My 


Wenn nun an der Stelle 2 infolge der dort vorhandenen 
Strémungsgeschwindigkeit w, das Volumen a - u, in das zwischen « 
und z + dz liegende Volumenelement pro Zeiteinheit eintritt und 
wenn in derselben Zeit das Fliissigkeitsvolumen (13) das genannte 
Raumelement durch die Membran hindurch verlabt, so ‘wit die 
Strémungsgeschwindigkeit u, 4a: an der Stelle 2 + dz kleiner als 
bei x sein, nimlich so, daB 








Po U du 
A(Uz— Ur4a2) =H — dxr=—a-— dg 
wird, oder 
du Po Uy 

(M4) hii’ a 
Die Integration liefert sofort 

_—- ».. 32 

; UU" = Uy, a ae 

9) > os » 2H ; 

| UE = W*—- —— pu L, 


woraus 


was fiir geniigend groBe Werte von = LZ niherungsweise tiber- 
geht in 


2 H H _.. Se uo he 
GS) %,=— — fo aoe a 4 L /1 + HH? g,? LL? 2HgL ; 


Wenn wir dice in die aus ™ folgende Beziehung wu, Z,,, = u, Z,, 
einsetzen, erhalten wir fiir Z,,,, also fiir die Rz.-Kz. mit welohor 
die bei z = O mit der Kz. Z fae ge Risg. nach Erreichung 


10 
des stationiren Zustandes bei « = L (Punkt G, in Fig. 5) heraus- 
flieBt, die Beziehung: 
(17) Zs > a Uy Zio whe 9 Ay FJ Lo L 

Uy u, a 


Der mit der Vorrichtung erzielbare Anreicherungsfaktor 


Z val 
i? s : Po + . . 
RK = ie wird also gleich R = 2 —* i. Er wird um 50 
“10 
gréBer, je griBer die W asserdurchlissigkeit H der Ferrocyan- 
Euitecniantiven W (Fig. 5) ist (bei uns war H = 5-1075), um so 


groBer, je linger die Vorrichtung L gemacht wird (in unserem 
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Falle war L = 320 cm), je gréBer die Ph.-Kz. q, ist (bei uns 
war , ~ 0,1 Mol — 0,2 Mol/l), um so kleiner, je gréBer wu, und a 
sind. Die Zeit ct’, welche verstreicht, bis sich der Inhalt des 
Raumes AG, der Fig. 5 auf Grund der bei A vorhandenen EKin- 
stroémungsgeschwindigkeit gerade einmal erneuert hat, ist gleich 


, L 
[= —- 
Uo 
Die Zeit z,, welche von Versuchsbeginn an verstreicht, bis sich 
bad es 7 cf ° be ) 4, 1, 
der stationire Zustand mit dem Anreicherungsgrad R = Fz 
410 


ausgebildet hat, ist mindestens gleich R- 7’, also ungefihr 
18 424 & Apr Ar 1 m 
7) oO Axo u «Zig Zry 26 He 
Interessant ist, daB auch diese Kinstelldauer z,, wenn der An- 
reicherungsgrad Z,;,/4,, fest vorgegeben ist, proportional der 
Dicke a der in Fig. 5 angewendeten Fliissigkeitslamelle und um- 
gekehrt proportional der Membrandurchliassigkeit H ist. Wir kénnen 
daher die im Anschlu8 an Gleichung (7) gemachte Feststellung 
wiederholen, daB wir beim Organismus a etwa 100 mal kleiner, 
Hs etwa 10—100 mal gréBer als bei unsern Versuchen voraus- 
setzen diirfen und daf infolgedessen die Zeit, die bis zur 
Krreichung eines Anreicherungsgrades R verstreicht, 
beim Organismus ungefihr 103—104* mal kleiner als in 
unseren Laboratoriumsversuchen werden dirfte. 

by = 4\ 1, 

Mit H=5-10-°, », =90,1, a=90,1, - 
nach (18) fiir unsere Laboratoriumsversuche eine Kinstelldauer 
von einigen ‘T'agen. 

Beim Vergleich mit der Erfahrung haben wir zu bedenken, 
daB die Fliissigkeit nicht nur an einer, sondern nach Fig. 6 an 
4 Membranen vorbei zu strémen hat und wir haben zu beriick- 
sichtigen, daB die Ferrocyankupfermembran insofern unvollkommen 
ist, als sie zwar fiir Wasser recht gut, aber auch fiir Ph. etwas 
durchlissig ist (vgl. 8.159). Die letztere EKigenschaft setzt die 
Moglichkeit der Konzentrierung der Rlsg. recht stark herab. In 
Anbetracht dieser Tatsache kann die Feststellung, daB mit der 
Apparatur Fig. 6 in 30 Tagen eine Konzentrierung der Risg. auf 
das 3,5 fache zu erreichen ist, als gut begriindet betrachtet werden. 

Ein groBer Teil der vorstehenden Betrachtungen bleibt er- 
halten, wenn wir voraussetzen, da die Ph.-Kz. zwischen G, und Bb 
in Hig. 5 konstant gleich qm, gehalten wird. 





= 5 erhalten wir 
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Das kénnte etwa durch eine Vorrichtung verwirklicht werden, 
wie wir sie in Fig. 4 (Membran P mit Plsg. im Raum FI’) an- 
gedeutet haben. Die vorstehenden Beziehungen (7), (9) und (10) 
bleiben dann erhalten, an die Stelle von (12) tritt: 


(12 a) Li+ P,— 4, = Pr. = Po: 
an Stelle der Beziehung (18): 
(13a) bia = Hg,d 


at 


an Stelle von (14) erhalten wir: 


(14a) to 7 
woraus durch Integration folgt: 
: , ae 
(15a) U = Uy — —- Por; 
H : 
(16a) Up = Uy — —- Po L. 


) r u, Z Ly Us 
(17 a) Bi L= __0 “10 — 10 ‘0 


Die Beziehungen (16a) und (17a) sind insofern aufschluBreich, 
als nach (16a) fiir geniigend grofes L die Strémungsgeschwindig- 
keit u,=O0O und demgemé8 nach (17a) die Rz-Kz 2,7, = 
werden sollte. Eine solche Folgerung trifft natiirlich nicht zu 
der Umstand, da8B ein solches Ergebnis nach (16a) und (17a) 
formell auftritt, liegt daran, daB diese Beziehungen hergeleitet 
sind unter der Voraussetzung, daB es sich immer um verdiinnt 
wiBrige Lisungen handelt, daB insbesondere fiir alle vorkommenden 
Lésungen das Wasservolumen, welches pro Zeiteinheit durch einen 
Quadratzentimeter der Ferrocyankupfermembran hindurchtritt, 


gleich = = H Ac ist (4¢ = Kz.-Sprung hinsichtlich Ph. an der 


Membran). Dies trifft natiirlich bei sehr konzentrierten Lisungen, 
in welchen fast kein Wasser mehr vorhanden ist, nicht mehr zu 
und darum wird auch der Fall uz = 0 in Wirklichkeit nicht auf- 
treten. Was wir infolgedessen aus (16a) und (i7a) entnehmen 
diirfen, ist dagegen: hy Kz. Z,,, mit welcher der Rz. bei G, in 
Fig. 5 hindurshtritt, kann, auch wenn nur verdiinnte Ph.- und Re. - 


Lésung in den Versuch eingesetzt werden (kleine Werte von Z,, 


und g,) durch die Gegenstromvorrichtung Figg. 5 oder 4 auf 
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grundsitzlich beliebig hohe Betrage gebracht werden, 
also auf Grund der freiwilligen Stoffwanderung durch 
die semipermeablen Membranen und ohne Druckbean- 
spruchung. 


7. Beziehungen zur Funktion der Niere 


Die vorstehenden Versuche und die anschlieBend angestellten 
theoretischen Betrachtungen zeigen, daB die Herstellung konzen- 
trierter Lésungen aus verdiinnten durch bloBe Membranwirkungen 
durchaus moéglich ist. Mit den im Laboratoriumsversuch ver- 
wendeten groben Membranen und groben Permeiervorrichtungen 
wurden zwar, um gute Wirkungen zu erzielen, Zeiten von 10 bis 
30 Tagen benétigt. Die ungefaihre GréBe der bendtigten Zeit 
konnte durch die theoretische Betrachtung auf Grund der experi- 
mentell bestimmten Eigenschaften der verwendeten Membranen 
und auf Grund der Abmessungen der Permeiervorrichtungen be- 
sriffen werden. Die im Organismus zur Verfiigung stehenden sehr 
diinnen Membranen besitzen wesentlich héhere Durchlissig- 
keiten und die im Organismus vorhandenen Permeiervorrich- 
tungen ergeben viel kleinere Fliissigkeitsmengen im Verhiiltnis 
zur GréBe der wirksamen Membranflichen; beides ist in solchem 
Ausmafe der Fall, daB dieselben theoretischen Betrachtungen, 
welche fiir den Laboratoriumsversuch eine Gesamtdauer von 10 bis 
30 Tagen ergeben, fiir den Organismus ebenso viele Sekunden 
oder Minuten voraussehen lassen, wenn dieselben Kz.-Steigerungen 
erzielt werden sollen. Es ist daher durchaus méglich, daB unsere 
Laboratoriumsversuche ein wenn auch stark vergréBertes Modell, 
beispielsweise der Nierenfunktionen darstellen. 

Wir haben weiter gesehen, daB es eine Vielzahl von in den 
Kinzelheiten verschiedenen Anordnungen gibt, durch welche die 
Kz.-Steigerung bewirkt werden kann (Figg. 2—6). Sie alle haben 
das gemeinsam, daB die zu konzentrierende Fliissigkeit iiber 
Membranen mit anderen Fliissigkeiten in Beriihrung gebracht wird 
und daB der vom Anfang nach dem Ende der Vorrichtung flieBende 
Fliissigkeitsstrom so gefiihrt wird, da’ Teile des Flissigkeits- 
stromes, die dem Ende der Vorrichtung nahe liegen, mit Teilen 
desselben Fliissigkeitsstromes, welche vom Ende der Vorrichtung 
weiter entfernt liegen, iiber Membranen in Beriihrung gebracht 
werden. Es ist bekannt, daB gerade diese Eigentiimlichkeit bei 
der Niere in hohem MaBe zutage tritt: die Niere besteht aus 
zueinander parallel arbeitenden Vorrichtungen; davon ist eine jede 
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ein langer, dinner, in verwickelter Weise in sich geknaulter Kanal. 
In Wirklichkeit entstehen zwei miteinander durch die Henle sche 
Schleife verbundene Kniiuel; das eine Ende steht durch die 
Glomerolusmembran mit der Blutbahn in besonderer intensiver 
Beriihrung; das andere Ende miindet in die Harnblase. Ks steht 
also offenbar vom anatomischen Standpunkte aus nichts dagegen, 
ein Wirkungsprinzip anzunehmen, wie wir es beispielsweise an 
Hand von Fig. 2ff. erliutert haben. 

Es ist eine weitere EKigentiimlichkeit der von uns_ be- 
schriebenen Konzentrierungsvorrichtungen, daB fiir die Herbei- 
fiihrung des Effektes eine Bewegung aller in der Vorrichtung 
enthaltenen Fliissigkeitsteile erforderlich ist. Die Wirkung bleibt 
aus, sobald eine der Fliissigkeiten zur Ruhe kommt; sie wird aber 
auch verschlechtert, wenn die Fliissigkeitsbewegung allzu rasch 
erfolgt. Es zeigt sich, daB sich eine entsprechende Kigentiimlich- 
keit auch bei der Nierenfunktion wiederfindet: von den genannten, 
zueinander parallel arbeitenden Vorrichtungen arbeiten bei lang- 
samer Nierentiatigkeit nur eine kleine Anzahl der Einzelvorrich- 
tungen, diese aber mit normaler Geschwindigkeit, waihrend bei 
erhéhter Nierentitigkeit die Anzahl der tatsichlich und mit normaler 
Geschwindigkeit arbeitenden Parallelvorrichtungen erhéht wird. 

Vor einiger Zeit wurde gezeigt, daf die Herstellung reiner 
optisch aktiver Stoffe eine Leistung des Organismus ist, welche 
an einen einsinnigen Ablauf des im Organismus vor sich gehenden 
Geschehens gekniipft ist'). Nach dem Vorstehenden wiirde auch 
die Nierenfunktion eine abnliche Eigenschaft besitzen, allerdings 
nicht im selben MaBe wie die Erzeugung optisch-aktiver Stoffe: 
die Nierenfunktion kann ohne Schidigung der spiteren Funktion 
auf beliebige Zeit unterbrochen und danach wieder aufgenommen 
werden, wihrend bei der Erzeugung optisch- aktiver Stoffe auch 
oder pirade dann, wenn der erzeugte Stoff in Beriihrung mit dem 
Katalysator, an dem er erzeugt wurde, liegen bleibt, eine nicht 


vollstindig gut zu machende Schidigung des Dainkesteurades im 
Gesamtsystem eintritt?). 





) W. Kuhn, Erg. Enzymforsch. 5, 1 (1936), insbesondere §S. 45; Angew. 
Chem. 49, 215 (1936); Forsch. u. Fortschr. 14, 91 (1938; Z. f. Miieediensh, 1, 
325 (1939). 

*) W. Kuhn, a. a. O.; vgl. auch eine Bestiitigung der dort gemachten 
Aussagen iiber die Begrenztheit des optischen Reinheitsgr: — und deren 
Bedeutung in Arbeiten von F. Kégl u. Mitarbeitern, Diese Z. 57 (1939); 
261, 141, 154 (1939); 263, 107 (1940); 264, 108, 198, 220 (19 hi 


5) a 
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8. Allgemeine Beziehung zu Zellvorgangen 


Es besteht nach dem Vorstehenden eine ziemlich groBe Wahr- 
scheinlichkeit dafiir, da& wir unsere Methode zur Herstellung 
konzentrierter Lésungen aus verdiinnten als Modellversuch zur 
Funktion der Niere ansehen diirfen, in dem Sinne, daB die in der 
Niere erfolgende Darstellung konzentrierter Harnstofflésung auf 
erundsitzlich ihnlichem Wege wie in unserem Modellversuch erfolgt. 

Neben diesem Hinweis auf die méglichen Beziehungen zur 
Nierenfunktion ist es aber angebracht, noch darauf aufmerksam 
zu machen, da8 Fliissigkeitsstromungen an Membranen nicht nur 
in der Niere, sondern in vielfaltiger Weise praktisch genommen 
innerhalb jeder lebenden Zelle vorkommen!’). Es ist in allen 
diesen Fallen damit zu rechnen, da8 durch solche Strémungen, 
ihnlich wie in unseren Modellversuchen, Konzentrierungen und 
Stofftrennungen bewirkt bzw. vervielfaltigt werden. Schon fiir die 
»Nierenfunktion“ haben wir vorstehend eine Reihe von Strémungs- 
schemata aufstellen kénnen, welche dhnliche Ergebnisse liefern. 

Es ist vorauszusehen, daB die Antwort auf die Frage, was 
konzentriert wird und wo, von den speziellen Strémungsschemata 
und Membranen in verwickelter Weise abhingt. Daher mag es 
berechtigt sein, mit dem Hinweis auf diese Verallgemeinerungs- 
moéglichkeit eine gewisse Prizisierung der sich bietenden Méglich- 
keiten zu verbinden. Wir wollen also versuchen, unsere Aussagen 
iiber die Bedingungen, welche erfiillt sein miissen, damit Stoff- 
trennungen durch Strémung vervielfaltigt werden, etwas genauer 
zu fassen. Kine solche fiir einen ziemlich allgemeinen Fall 
giiltige Prazisierung ist kirzlich in anderem Zusammenhange von 
W. Kuhn und H. Martin ausgesprochen worden”). Sie besagt 
etwa fulgendes: 

Ks sei ein homogenes oder auch heterogenes, in der z-Richtung 
(Fig. 9) langgestrecktes System gegeben, bei welchem sich unter 
bestimmten, stationir aufrecht erhaltbaren physikalisch-chemischen 
Bedingungen und in der zunachst ruhenden Substanzmenge 
ein Zustand herausbildet, bei welchem quer zur Lingsrichtung 
des Systems Kz.-Unterschiede vorhanden sind, so dab an den 
um den Abstand a/2 (Fig. 9) voneinander entfernten Punkten B, 
und B, ein Unterschied 1+ 0 in der relativen Kz. eines in dem 


') Ein Hinweis, fiir den ich Herrn Kollegen M. Geiger - Huber, 
Botanisches Institut der Universitit Basel, zu Dank verpflichtet bin. 
*) W. Kuhn u. H. Martin, Z. physikal. Chem. (A) 189, 317 (1941). 
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System vorhandenen Bestandteiles auftritt. Solche Kz.-Unter- 
schiede quer zur Liingsrichtung des Systems kénnten bei physio- 
logischen Objekten beispielsweise p,- Unterschiede sein, oder sie 
kénnten durch p,,-Unterschiede oder irgendwelche anderen Kinfliisse 
hervorgerufen werden. Ks seien diese Kz.-Unterschiede in der 
zur Lingsausdehnung des Systems senkrechten Richtung iiberall, 
also auch an den Punkten B,’ und B,’ baw. B,” und B,” der 


7 Of 


Fig.9 vorhanden. Zwischen der Punktreihe B,, B,’, B,” usw. 


und der Punktreihe B,, B,’, B,” usw. kann sich dabei eine 
Membran befinden oder auch nicht. In allen solchen Fallen 
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(immer wenn Kz.-Unterschiede quer zur Lingsrichtung 
in der beschriebenen Weise verwirklicht sind) lassen sich 
die zunachst in der Querrichtung vorhandenen Kz.-Unter- 
schiede um ein sehr groBes Vielfaches dadurch steigern, 
daB die Punkte B,, B,’, B,” in Fig. 9 mit ihrer gesamten 
Umgebung durch Konvektion nach rechts, die Punkte 
B,, B,’, B,” mit ihrer Umgebung nach links beférdert 
werden, wiahrend an den Enden (linkes und rechtes Ende der 
Fig. 9) eine Strémungsumkehr bewirkt wird. Durch diese Kon- 
vektionsstrémung in der Liingsrichtung wird dann der zunichst 
quer zur Strémungsrichtung vorhandene Kz.-Unterschied verviel- 
faltigt, und es ist die Vervielfiltigung dann am gréBten, wenn die 
Geschwindigkeit «@ des Stofitransportes (Strémung) den Betrag 
; 2D 


i, = — 


a 


besitzt. 

Dabei ist D die Diffusionskonstante des anzureichernden 
Stoffes, a/2 der Abstand der Punkte B,, B, bzw. 2, & @ 
Fig.9. Ist die Liingsabmessung (Abmessung in der x-Richtung 
in Fig.9) gleich L, so kann die zunichst quer zur Langsrichtung 
vorhandene Kz.-Differenz durch die Wirkung der besagten Strémung 


* L 
um einen Faktor n= — vergréBert werden. 
») 
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Unsere Versuche iiber die Herstellung konzentrierter Lésungen 
aus verdiinnten durch bloBe Membranwirkung stellen in gewissem 
Sinne einen Spezialfall dieses allgemeinen Prinzipes dar. Ks ist 
daher angebracht, darauf hinzuweisen, daB nicht nur der Spezial- 
fall, wir wollen sagen das ,,Nierenmodell durch unsere Versuche 
beleuchtet wird, daB vielmehr auch weitere, allgemeine Lebens- 
erscheinungen unserem Modellversuch nahe stehen und durch die 
erzielten Ergebnisse theoretisch und sachlich erliutert, sowie in 
ihrer Problemstellung priizisiert werden. 


Zusammenfassung 


Ks wird gezeigt, daB es méglich ist, konzentrierte Lésungen 
aus verdiinnten durch bloBe Membranwirkung und ohne Druck- 
beanspruchung der Membran herzustellen auf Grund der frei- 
willigen Stoffwanderung durch semipermeable Membranen. 

Ks werden verschiedene Vorrichtungen beschrieben, durch 
welche man die Herstellung konzentrierter Loésungen durch Ver- 
vielfachung eines bekannten Hinzeleffektes vornehmen kann. 

Ks werden Versuche beschrieben, bei welchen ausgehend von 
isotonischen Rohrzucker- und Phenollésungen eine Steigerung der 
Rohrzuckerkonzentration durch die Membranwirkungen bis auf das 
3,.fache der Ausgangskonzentration verwirklicht wird. AuBer den 
tohrzucker- und Phenollésungen werden dabei nur Gummi- 
membranen und Ferrocyankupfermembranen beniitzt. Die Vor- 
ginge, welche sich dabei abspielen, werden fiir einige der 
in Betracht kommenden Vorrichtungen quantitativ behandelt. 
Ks wird die Zeit, welche fiir die Herstellung konzentrierter 
Lésungen notwendig ist, in quantitative Beziehung zu den Eigen- 
schaften der Membranen und den Abmessungen der Permeier- 
vorrichtungen gebracht. Dabei zeigt sich, da8 mit den im 
Organismus zur Verfiigung stehenden Membranen und bei den 
dort vorkommenden Abmessungen der Permeiervorrichtungen die 
Herstellung selbst groBer Konzentrationen innerhalb von wenigen 
Minuten méglich ist. 

Ks wird einerseits auf Ahnlichkeiten zwischen dem Bau der 
beschriebenen Laboratoriumsvorrichtungen und dem der Niere 
hingewiesen, sowie auf den Umstand, daB sowohl bei der Labo- 
ratoriumsvorrichtung als auch bei der Niere eine Bewegung der 
in den einzelnen ‘l'eilen des Apparates enthaltenen Fliissigkeit 
notwendig ist, damit die Konzentrierung der Lésung_ statt- 
finden kann. 
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Andererseits wird darauf hingewiesen, daB Strémungs- 
vorgiinge, bei welchen analog zu unserem Modellversuch Konzen- 
trierungen und Stofftrennungen bewirkt werden kénnen, nicht 
nur in der Niere, sondern in fast jedem lebenden Protoplasma 
vorkommen. Anschliefend daran wird einiges prazisiert tiber die 
Voraussetzungen, die erfillt sein miissen, damit Stofftrennungen 
und Konzentrierungen in strémenden Systemen erzielt werden, 
und iiber das AusmaB der Trenneffekte, welche dabei erreicht 
werden kénnen. 

Was die thermodynamische Seite der Konzentrierungs- 
vorginge betrifit, so sei bemerkt, dai sie mit dem zweiten 
Hauptsatz der Thermodynamik, auf welche wir in der Ein- 
leitung hinwiesen, vollig in Kinklang steht: letzten Endes wird 
die freie Energie, welche bei der Vermischung verdiinnter iso- 
tonischer Lésungen von Rohrzucker und Phenol auftritt, dazu 
verwendet, um einen Teil der Rohrzuckerlésung auf hohere 
Konzentration zu bringen. 
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Uber 1(—)-Phenylalaninoxydase 


Von 
Konrad Lang und Ulrich Westphal 


Mit 6 Figuren im Text 


(Aus dem Institut fiir Physiologische- und Wehrchemie der Militérirztlichen Akademie 
in Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1942) 


Wahrend wir tiber den Abbau der Aminosiuren der d-Reihe 
sehr gut unterrichtet sind, ist iiber den der natiirlich vorkommen- 
den l-Reihe sehr viel weniger bekannt. Die von H. A. Krebs?) 
entdeckte d-Aminosiureoxydase wurde von Warburg und Chri- 
stian’) isoliert. Sie besteht aus einem spezifischen Protein und 
Alloxazin-Adenin-Dinukleotid als prosthetischer Gruppe. Neuere 
Versuche von Karrer®*) zeigen jedoch, daB das gereinigte Enzym 
keineswegs alle d-Aminosiiuren anzugreifen imstande ist. 

H. A. Krebs’) glaubte in den Geweben die Existenz zweier 
verschiedener Aminosdiure-Desaminasen nachgewiesen zu haben: 
der schon erwihnten d-Aminosiureoxydase und eines zweiten 
Systems, das die Aminosiuren der |-Reihe zu desaminieren ver- 
mag. Jedoch zeigte es sich, daB die l-Aminosduren sehr viel 
langsamer angegriffen werden als die entsprechenden der d-Reihe, 
und daB das die l-Aminosiuren desaminierende System auBer- 
ordentlich empfindlich ist, nicht von der Zellstruktur abgetrennt 
werden kann und sich durch Octylalkohol und Cyanid, welche 
beide die d-Aminosiiureoxydase nicht hemmen, vergiften laBt. Eine 
Ausnahme macht nur die 1(—)-Asparaginsiure, die rascher desami- 
niert wird als die nicht in der Natur vorkommende d-Form 
[H. A. Krebs4)]. Leider sind die spateren Versuche von H. A. Krebs 
iber die Desaminierung der natiirlich vorkommenden Aminosiuren 
fast ausschlieblich mit der 1(—)-Asparaginsiure durchgefiihrt 





') Diese Z. 217, 191 (1933); Biochemie. J. 29, 1620 (1935). 
7) Biochem. Z. 298, 150 (1938). 

5) Helvet. chim. Acta 23, 948 (1940). 

*) Diese Z. 218, 157 (1933). 
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worden. Es ist aber wahrscheinlich, da® die Desaminierung der 
1{—)-Asparaginsiure durch ein spezifisches Enzym erfolgt, so daB 
nicht allen Schliissen von H.A. Krebs hinsichtlich einer allgemeinen 
]-Aminosiiuredesaminase beizupflichten ist. 

Die von Braunstein und Kritzmann aufgefundene Um- 
aminierung der Aminosiuren ist fiir den intermediiren Stofiwechsel 
der Aminosiiuren von einer auSerordentlich groBen Bedeutung. 
Die beiden Dicarbonsiiuren Glutaminsiiure und Asparaginsiure 
kdnnen sich mit a-Ketosiuren umsetzen, wobei die Dicarbonsiuren 
unter Ubergang in Ketoglutarsiure bzw. Oxalessigsiiure Ammoniak 
abgeben und aus der urspriinglich vorhandenen Ketosiure die ent- 
sprechende Aminosiure der ]-Reihe entsteht. Dieser Vorgang ist 
reversibel. Die beiden die Umaminierung katalysierenden Amino- 
pherasen (Glutaminsiureaminopherase und Asparaginsiureamino- 
pherase) sind in der letzten Zeit niher charakterisiert worden. 
Sie sind spezifisch auf die natiirlich vorkommenden Antipoden, 
also 1(-+)-Glutaminsiure und 1(—)-Asparaginsiure eingestellt. Nun 
haben Braunstein und Bychkov’) ein interessantes, zellfreies 
Fermentsystem beschrieben, durch das l-Aminosiuren desaminiert 
werden. Dieses ,,.Modell einer 1-Aminosiuredesaminase“ besteht 
aus lutaminsdiureaminopherase und Glutaminsiuredehydrase. Fiigt 
man zu diesen beiden Enzymen 1(+)-Alanin und @-Ketoglutar- 
siure sowie Pyocyanin als Sauerstoffiibertriiger hinzu, so wird das 
Alanin desaminiert. Dabei spielen sich folgende Reaktionen ab: 


1. 1(+)-Alanin + o-Ketoglutarsiiure ——> 1(+)-Glutaminsiiure + Brenz- 
traubensdure ; 


2. 1(+)-Glutaminsiiure ——> o«-Ketoglutarsiiure + Ammoniak. 

Dieses Modell einer 1-Aminosiiuredesaminase zeigt, daB an 
und fir sich die Existenz einer besonderen 1-Aminosiiuredesaminase 
iiberfliissig ist, wenn die beiden anderen Enzyme Aminopherase 
und Glutaminsiuredehydrase gleichzeitig vorhanden sind. 

Fir einige der natiirlich vorkommenden Aminosiiuren sind 
nun schon seit mehr oder minder langer Zeit spezifische Abbau- 
mechanismen bekannt. Der Abbau mancher Aminosiiuren durch 
Decarboxylierung, der zu der Bildung von Aminen fihrt, soll in 
diesem Zusammenhange nicht mit beriicksichtigt werden, da er 
nur ein Nebenweg ist, der quantitativ nicht ins Gewicht fillt. 
Histidin wird durch die Histidase unter Abspaltung von Ammoniak 
in 1(+)-Glutaminsiure iibergefiihrt, Arginin durch die Arginase 


°) Nature (London) 144, 751 (1939). 
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in Ornithin und Harnstoff gespalten. Aber auch oxydative Abbau- 
wege sind bekannt. Tryptophan wird tiber Kynurenin zur kynuren- 
siure abgebaut. 1(+)-Glutaminsaéure wird durch die Glutamin- 
siuredehydrase, die je nach Herkunft des Priiparates Codehydrase I 
oder Codehydrase II als Co-Ferment bendtigt, zu a-Ketoglutarsiure 
desaminiert. Es ist wahrscheinlich, daB auch fiir 1(—)-Asparagin- 
siure eine ahnliche Dehydrase existiert. 1(—)-Prolin und l(—)- 
Oxyprolin werden durch ein besonderes Ferment dehydriert, wo- 
riiber der Kine von uns in Kiirze ausfiihrlicher berichten wird. 
Auch fiir die schwefelhaltigen Aminosaiuren Cystin und Methionin 
sind besondere Abbauwege aufgefunden worden. 

’, Bernheim und Mitarbeiter®) beschiftigten sich eingehend 
mit der enzymatischen Oxydation von Aminosiiuren. Ihre Ver- 
suche beziehen sich fast ausschlieBlich auf die d-Aminosiureoxydase. 
Sie fanden jedoch, dab durch ihre Fermentpriparate (Suspensionen 
zerkleinerter Leber- und Nierenzellen) auch zwei der natiirlich vor- 
kommenden Aminosdiuren angegriffen wurden: 1{(—)-Prolin bzw. 
1(—)-Oxyprolin und 1(—)-Tyrosin. Letzteres wurde nur von der 
Leber und nicht von der Niere oxydiert. Dabei wurden 4 Atome 
Sauerstoff aufgenommen und kein Ammoniak abgespalten. Die 
Oxydation des Tyrosins lieB sich durch 0,005 m Cyanid vollkommen 
hemmen. Spiater untersuchten Felix, Zorn und Dirr-Kalten- 
bach’) den Abbau von 1(—)-Tyrosin durch Leberbrei. Sie fanden, 
daB sich dieser Abbau in 3 Phasen zerlegen ]4Bt, die einem Sauer- 
stoffverbrauch von 1, 2 und 4 Atomen entsprechen. Eine Ab- 
spaltung von Ammoniak wurde von ihnen nicht beobachtet. Auch 
1(—)-Phenylalanin wurde von Leber- und Nierenbrei oxydiert, 
wobei 1 Atom Sauerstoff aufgenommen, aber kein Ammoniak in 
Freiheit gesetzt wurde. In Extrakten konnte jedoch keine Kin- 
wirkung auf die beiden Aminosiiuren nachgewiesen werden. Zorn) 
stellte fest, daB der Abbau des 1(—)-Tyrosins nicht iiber eine Um- 
aminierung verliuft. In einer weiteren Arbeit bewiesen Felix 
und Zorn®), daB bei der Oxydation von 1(—)-Tyrosin durch Leber- 
brei 1 Mol. Alanin entsteht. Sie nehmen an, daB die erste Stufe 
des Angriffs auf das Tyrosin in einer Dehydrierung zu dem ent- 
sprechenden Chinon besteht. Eine entsprechende Formulierung 


°) J. of Biol. Chem. 96, 325 (1932); 106, 79 (1934); 10%, 275 (1934); 
109, 131 (1935); 111, 217 (1935); 114, 657 (1936). 

”) Diese Z. 247, 141 (1937). 

“) Diese Z. 266, 239 (1940). 

*) Diese Z. 268, 257 (1941). 
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fir den Abbau des Phenylalanins ist nicht méglich. Diese Ver- 
suche von Felix und Bernheim beweisen eindeutig, daB auch 
fiir den Abbau des 1(—)-Tyrosins und 1(—)-Phenylalanins besondere 
Wege bestehen. 

Das bisher Gesagte zeigt, daB fiir rund die Hilfte der in der 
Natur vorkommenden Aminosiiuren spezifische Abbaufermente be- 
kannt geworden sind. Bei den 1-Aminosiiuren liegen also die 
Verhiltnisse wesentlich anders als bei ihren optischen Antipoden, 
die fast alle durch dieselbe d-Aminosiureoxy dase nach dem gleichen 
Schema unter oxydativer Desaminierung angegriffen werden. Uber 
den Abbau der natiirlichen Monoaminomonocarbonsauren und Di- 
aminosiuren sind wir nicht unterrichtet. 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, festzustellen, ob 
sich in der Tat eine auf 1(—)-Phenylalanin bzw. 1(—)-Tyrosin 
spezifisch eingestellte Oxydase im zellfreien System nachweisen 
ligt und die niheren Kigenschaften dieser Oxydase zu studieren. 


Methodisches 


Zum Nachweis der 1(—)-Phenylalaninoxydase haben wir an- 
fanglich die Thunberg-Methode mit Methylenblau als Wasser- 
stoffacceptor verwendet, sind jedoch bald zur manometrischen 
Messung der Sauerstoffaufnahme in der Warburg-Apparatur iiber- 
gegangen, 

Herstellung der Extrakte. Die Organe wurden den Tieren 
unmittelbar nach der Tétung durch Dekapitation entnommen, im 
Morser mit Quarzsand zerrieben und mit der gleichen bis mehr- 
fachen Menge auf 0° abgekiihlten m/10- oder m/5-Phosphatpuffers 
vom p,, 8,0 3mal extrahiert. Die Extrakte wurden 10 Minuten 
bei 4000 Touren zentrifugiert. Die vereinigten klaren zellfreien 
Zentrifugate dienten als Fermentlésung; sie wurden in Kiswasser 
gekiihlt aufbewahrt und sofort fiir die Versuche verwendet. 


Versuchsansitze. Zur Bestimmung der Sauerstoffaufnahme 
in der Warburg-Apparatur dienten GefiBe mit Anhang und 
Birne. Der Hauptraum wurde jeweils mit 2,1 com Fermentlisung 
entsprechend etwa 1,6 —1,8 g Frischleber beschickt. Das p,, wurde 
unter elektrometrischer Kontrolle so eingestellt, daB es bei Ver- 
suchsbeginn nach Vereinigung aller Komponenten 7,8 betrug. Im 
Anhang befanden sich 0,1 ccm 2n-KOH, die Birne enthielt 1 ccm 
m/100 1(—)-Phenylalanin bzw. Tyrosin oder eine andere Amino- 
sdure in m/2-Phosphat vom p,, 8,0. Fir die zur Ermittlung der 
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Kigenatmung ohne Substrat gleichzeitig angesetzten Leerversuche 
wurde 1 ccm m/2-Phosphat vom p,, 8,0 in die Birne eingefillt. 
Die Gasphase bestand aus reinem Sauerstoff. Die Schiittel- 
geschwindigkeit betrug 155 in der Minute, die Versuchstempe- 
ratur 36,4°, die Dauer der Versuche 3 Stunden. 

Da die verwendeten Fermentlésungen auch ohne Zusatz des 
Substrates eine erhebliche Kigenatmung zeigen, miissen diese Leer- 
werte bei jedem Versuche gleichzeitig mitbestimmt und vom Haupt- 
versuche abgezogen werden. Durch diese Differenzbildung werden 
an die Genauigkeit der Methode erhéhte Anforderungen gestellt. 
Dieses Vorgehen erscheint uns aber fiir den vorliegenden Fall 
unumginglich zu sein. Wir geben in unseren Versuchsprotokollen 
sowohl die bei Gegenwart der Substrate aufgenommenen Sauer- 
stoffwerte als auch die Leerwerte an. Dies halten wir im Gegen- 
satz zur hiufigen Handhabung in der Literatur fiir nétig, um die 
bei den verschiedenen Versuchen auftretenden Unterschiede in der 
durch das Phenylalanin bzw. die anderen untersuchten Amino- 
siuren bedingten Sauerstoffaufnahmen beurteilen zu kénnen. 


Substrate. 

1. 1(—)-Phenylalanin. 30,3 mg in 2cem Wasser gelést. / = 1 dm. 
a2? = — (),55° (a)2?? = — 36,3° 

2. 1(—)-Tyrosin. 54,0 mg in 2 cem 4°/, HCl; 1 = 1 dm. 
a2? = —0,33° [w]?? = — 12,22° 

3. 1(—)-Leucin. 41,0 mg in 2 com Wasser; / = 1 dm. 
al? = —0,21°, [a}f® = — 10,25°. 


Vorkommen und Bestandigkeit. Untersucht wurden Lebern 
und Nieren von Hunden und Ratten. Die 1(—)- Phenylalanin- 
oxydase lieB sich nur in den Lebern nachweisen, Nierenextrakte 
waren stets inaktiv. Mit den Hundelebern waren die Effekte 
meist recht schwach und lieBen sich nicht immer reproduzieren. 
Die meisten Versuche wurden daher mit Extrakten aus Ratten- 
leber durchgefiihrt. In einigen Versuchen erwiesen sich auch 
Acetontrockenpulver aus Hundeleber als wirksam. 

Die in den Rohextrakten enthaltene Oxydase ist auBerordent- 
lich empfindlich. Beim Stehen der Extrakte bei Zimmertemperatur 
nimmt die Wirksamkeit zuseheuds ab, man muB sie daher bei 
O° aufbewahren. An dieser Empfindlichkeit der Oxydase schei- 
terten alle Versuche, sie zu reinigen und anzureichern. 


p,,-Optimum. Wie die Fig. 1 zeigt, ist das P,- Optimum der 
1(—)-Phenylalaninoxydase bei p,, 7,8 gelegen. 
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Py-Optimum der 1(—)-Phenylalaninoxydase. Sauerstoffaufnahme nach 60 Minuten; fir jewcils 
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Fig. 2. 
Verhalten der ]1(—)-Phenylalaninoxydase bei der Dialyse. Rattenleberextrakt. 
(+) (@) mit 1(- Aes nach 3stiindiger Dialyse; 
sad. 3s shen a+ Leerwerte kein Sauerstoffverbrauch. 
— :[e]+-—+[e]e — mit 1(—)-P.A.) nach 8stiindigem Stehen; 
A A Leerwerte J Sauerstoffverbrauch 72 cmm. 
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Verhalten bei der Dialyse. Die Dialyse erfolgte unter Uber- 
leiten von Stickstoff gegen die hundertfache Menge m/100-Phos- 
phatpuffer vom p,,8,0 bei 0° Wahrend der Dialyse nimmt die 
Wirksamkeit der Extrakte rasch ab, nach Dialysieren tiber Nacht 
war die Aktivitait haufig vollkommen verschwunden. Im Gegen- 
satz hierzu bleibt die enzymatische Wirksamkeit beim einfachen 
Stehenlassen unter sonst gleichen Bedingungen weit besser er- 
halten. In der Fig.2 geben wir als Beispiel einen derartigen 
Versuch wieder. Dieses Ergebnis weist darauf hin, daB durch 
die Dialyse ein fiir das System notwendiger Faktor entfernt wird. 
Wir haben daher Versuche dariiber angestellt, ob sich die durch 
die Dialyse unwirksam gewordenen Extrakte durch Zugabe von 
Leber- bzw. Hefekochsaft wieder aktivieren lassen. Diese Akti- 
vierung gelang mit beiden Kochsiaften. Als Beispiel geben wir 
in der Fig.3 die Reaktivierung durch Leberkochsaft wieder. In 
einigen Versuchen lieB sich jedoch eine Reaktivierung nicht er- 
reichen. Dies ist méglicherweise auf die in diesen Versuchen 
angewendeten langen Dialysezeiten (24—48 Stunden) zuriickzu- 
fiihren, eine Zeit, die nach unseren Erfahrungen schon an und 
fiir sich das Enzym unwirksam werden lassen kann. 

Bekanntlich ist es Warburg und Christian’) gelungen, 
die prosthetische Gruppe der d-Aminosiureoxydase als Alloxazin- 
Adenin- Dinucleotid zu identifizieren. Wir haben dieses Co-Ferment 
nach den Angaben der genannten Autoren aus Hefe bis zu einem 
Reinheitsgrad von 0,2 dargestellt und seine Wirkung auf durch 
Dialyse unwirksam gewordene Lésungen der 1(—)-Phenylalanin- 
oxydase untersucht. Es ergab sich, daB eine Aktivierung durch 
das Flavinpraparat nicht zu erzielen war. Ein gleichzeitig an- 
gesetzter analoger Versuch mit d(-+)-Phenylalanin ergab er- 
wartungsgemiB eine Steigerung der Sauerstoffaufnahme durch das 
zugesetzte Flavin. Es ist daher nicht wahrscheinlich, daB die 
1(—)-Phenylalaninoxydase ein gelbes Ferment ist. 

Verhalten gegen Blausaure. Die Oxydase wird durch Blau- 
siure selbst in der hohen Konzentration von 10~*m nicht ge- 
hemmt. Ein Beispiel eines derartigen Versuches geben wir in 
der Fig.4 wieder. 

Hier ist noch zu erwaihnen, daB die Leeratmung der mit 
KCN versetzten Extrakte erhdht ist. Méglicherweise ist diese 
Erscheinung auf eine Hemmung der Katalase zuriickzufihren. 
Beispielsweise haben Negelein und Brémel?*) bei der Ein- 


1”) Biochem. Z. 300, 225 (1939). 
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wirkung der d-Aminosaiureoxydase auf d(—)-Alanin in Abwesen- 
heit von Katalase eine doppelt so hohe Sauerstoffaufnahme beob- 
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Fig. 3. 
Aktivierung des dialysierten Rattenleberextraktes durch Rattenleberkochsaft. 




















—O)—-——©— mit 1(—)-P.A.) Extrakt iiber Nacht bei 0° gegen m/100-Phosphatpuffer von 
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Rattenleberextrakt, 10-*m-KCN enthaltend. 
©) ©— mit 1(—)-P.A. 


——x-——x-—— Leerwerte. 


bc a ‘ ; 
achtet wie in Gegenwart von Katalase und haben fiir dieses Ver- 
halten auch eine theoretische Begriindung gegeben. 
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Dialysiert man nun mit 10~?m KCN versetzte Extrakte 
3 Stunden gegen einen m/100-Phosphatpuffer, der gleichfalls 
10~%m KCN enthalt, so verschwindet die 1(—)- Phenylalanin- 
oxydasewirksamkeit genau so wie bei einer gewohnlichen Dialyse. 
Versuche, die auf diese Weise unwirksam gewordenen Lésungen durch 
Zusatz von Leberkochsaft zu reaktivieren, verliefen ergebnislos. 

Der Umstand, da die 1(—)-Phenylalaninoxydase durch Blau- 
siure nicht hemmbar ist, zeigt deutlich, daB sie nicht mit der 


von H.A. Krebs!) angenommenen 1-Aminosiureoxydase identisch 
sein kann. 
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Hemmung der 1(—)-Phenylalaninoxydase durch 10-‘m-CoC],. 


—_—— Leerwert. 

+ + + + + #£zLeerwert in Gegenwart von 10-‘m-CoCl,. 
—_—___—____—_—— Mit 1(—)-Phenylalanin. 

btttettitit. Mit 1(—)-Phenylalanin in Gegenwart von 10-‘m-CoCl,. 





Verhalten gegen Metallionen. In mehreren Versuchen wurde 
die Kinwirkung einiger zweiwertiger Kationen, und zwar von Zn 
Cu, Mg, Mn und Co auf die 1(—)- Phenylalaninoxydase unter- 
sucht. Es zeigte sich, dab durch keines der genannten Kationen 
eine Steigerung der Aktivitit zu erzielen war. Kobalt wirkte in 
einer Konzentration von 107% und 10~* stark hemmend, bei 
10-5m war die hemmende Wirkung nicht mehr nachzuweisen. 
Diese Hemmung der 1(—)- Phenylalaninoxydase durch Co** ist 
besonders auffallend, weil der Eigensauerstoffverbrauch der Ex- 
trakte durch dieses Kation gesteigert wird (Fig. 5). Zink, Kupfer, 
Magnesium und Mangan hatten selbst bei einer Konzentration 
von 107%m keinen nennenswerten Einflu8 auf die Oxydase. 
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Reaktionsverlauf und Spezifitit der Oxydase. Bei der Hin- 
wirkung der Oxydase auf 1(—)-Phenylalanin wird pro 1 Mol. 
1 Atom Sauerstoff aufgenommen. Auf eine so hohe Sauerstoff- 
aufnahme kommt man jedoch nicht regelmiBig, sondern nur in 
gut wirksamen Extrakten. Kine Abspaltung von Ammoniak lieB 
sich nicht nachweisen. Die Ammoniakbestimmungen erfolgten in 
der Apparatur von Parnas. Das in der Vorlage aufgefangene 
Ammoniak wurde zumeist titrimetrisch mit n/100-Schwefelsiure, 
in einigen Fallen colorimetrisch mit dem NeBlerschen Reagenz 
bestimmt. In der Tab.1 ist das Ergebnis einiger derartiger Ver- 
suche zusammengestellt. 

Tabelle 1 


Sauerstoffverbrauch und Ammoniakwerte bei der Oxydation von ](—)-Phenyl- 
alanin durch die 1(—)-Phenylalaninoxydase; Versuchsdauer 3 Stunden 




















y-Gesamt-Ammoniak im Ansatz Q,-Aufnahme cmm 
Ne Re ee 7 fiir 10-° Mol = 1,65 mg 
; 1(—)- Phenylalanin 
Kontrolle ohne Ansatz mit (theor. Wert fiir 1 Atom O: 
](—)-Phenylalanin 1 (—)-Phenylalanin 112 emm) 

296 284 108 
203 225 95 
309 301 75 
115 138 75 
169 167 72 








In der gleichen Weise, d.h. ohne Abspaltung von Ammoniak, 
wird auch 1(—)-Tyrosin von den Extrakten angegriffen. Wie 
schon erwihnt, haben auch Bernheim®) beim Arbeiten mit Sus- 
pensionen zerkleinerter Zellen und Felix’) beim Arbeiten mit 
Leberbrei niemals eine Abspaltung von Ammoniak aus Pheny]- 
alanin und Tyrosin beobachtet. In den Versuchen mit 1(—)-Tyrosin 
machten wir regelmiBig die Beobachtung, daB die Ammoniak- 
werte in den mit T'yrosin versetzten Ansitzen stets mehr oder 
minder stark unter denen der Leerkontrolle lagen. Kine Er- 
klarung fiir diesen Ammoniakschwund vermégen wir im Augen- 
blick nicht zu geben. 

Durch unsere, Extrakte werden auBer 1(—)-Phenylalanin und 
1(—)-Tyrosin auch noch andere natiirliche Aminosiuren wie 
1(—)-Leucin und 1(+)-Alanin angegriffen. Bei den beiden letzt- 
genannten Aminosiuren wird aber zumeist wesentlich mehr als 
1 Atom Sauerstoff aufgenommen und gleichzeitig Ammoniak ab- 
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gespalten. In dem in der Fig.6 als Beispiel wiedergegebenen 
Versuch mit 1l(—)-Leucin wurden von dem Leucin etwas mehr 
als 2 Atome Sauerstoff aufgenommen und rund 0,7 Mole Am- 
moniak abgespalten. Zu den gleichen Werten kamen wir auch 
in einem anderen Versuche mit Leucin. Jedenfalls erfolgt der 
Angriff auf diese Aminosiure nach einem ganz anderen Schema 
als bei Phenylalanin und Tyrosin. Ob die oxydative Desami- 
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Fig. 6. 
Rattenleberextrakt. 
—~6)———_©)—— Mit 1(—)-P.A. tft titifeyt t Mit 1(—)-Tyrosin. 
+A++4++ 4+ Mit 1(—)-Leucin. ——x-——-—-—x-—-— Leerwert. 


Am Ende des Versuches wurde der Ammoniakgehalt der Ansiitze bestimmt. Gefunden wurden 
in der Leerkontrolle 246 y, indem Ansatz mit P.A. 249 y, in dem Ansatz mit Tyrosin 158 y 
und in dem Ansatz mit Leucin 365 y NH;. 


nierung des 1(—)-Leucins durch die von H. A. Krebs?) ange- 
nommene 1l-Aminosiureoxydase oder nach Braunstein und 
Bychkov®) durch ein aus Aminopherase und Glutaminsiure- 
dehydrase zusammengesetztes Enzymsystem oder durch eine spezi- 
fische Desaminase erfolgt, oder ob zuerst eine Umlagerung in 
die d-Form mit anschlieBendem Angriff durch die d-Aminosiure- 
oxydase stattfindet, 1iBt sich einstweilen noch nicht entscheiden. 
Wir werden diese Frage aber eingehend bearbeiten. 

Aus dem gleichen Reaktionsablauf bei 1(—)-Phenylalanin und 
1(—)-Tyrosin sowie auch auf Grund der Befunde von Bernheim 
und Felix glauben wir annehmen zu kénnen, daB der erste 
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Angriff auf diese beiden Aminosiiuren durch das gleiche Enzym, 
die 1(—)-Phenylalaninoxydase erfolgt. In diesem Zusammenhang 
sei auch noch darauf hingewiesen, da® nach den Untersuchungen 
von Moss und Schoenheimer!?!) an mit Deuterium markierten 
Aminosiiuren Phenylalanin und Tyrosin im Kérper ineinander 
iiberzugehen vermdégen. 


Wir danken Friulein U. Borgstedt fiir ihre Mithilfe bei 
diesen Versuchen. 


Zusammenfassung 


Es wird gezeigt, daB in der Leber von Ratten und Hunden 
ein in Lésung iiberfithrbares Enzym vorhanden ist, das 1(—)- 
Phenylalanin unter Aufnahme von 1 Atom Sauerstoff ohne Ab- 
spaltung von Ammoniak angreift. Auch 1(—)-Tyrosin wird ohne 
Abspaltung von Ammoniak oxydiert. Es ist wahrscheinlich, daB 
die beiden Aminosiuren durch die gleiche Oxydase angegriffen 
werden. Aus der Niere lieB sich diese Oxydase nicht isolieren. 
Das p,,-Optimum der 1(—)-Phenylalaninoxydase liegt bei p,, 7,8. 
Durch Dialyse laBt sich ein fiir das Enzymsystem wesentlicher 
Faktor entfernen. Blausiure wirkt nicht hemmend. Kupfer, ’ 
Mangan, Zink und Magnesium sind ohne EinfluB, Cott hemmt 
bis zu einer Konzentration von 107*m, 

Die 1(—)-Phenylalaninoxydase ist sebr unbestindig. Schon 
bei einigem Stehen der rohen Leberextrakte wird sie zerstort. 
Versuche, das Enzym zu reinigen und anzureichern, scheiterten 
an dieser geringen Bestiandigkeit. 

In den Leberextrakten sind ein oder mehrere weitere Enzyme 
enthalten, die 1(-+)-Alanin und 1(—)-Leucin oxydativ desaminieren. 








4) J. of Biol. Chem. 135, 415 (1940). 
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Erniedrigte d-Aminosiureoxydase- Wirksamkeit 
im Organismus tumorkranker Ratten 
Von 
Ulrich Westphal 


Mit 5 Figuren im Text 


(Aus dem Institut fiir Physiologische- und Wehrchemie der Militirirztlichen Akademie 
in Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. August 1942) 


Kégl und Erxleben’) haben 1939 nachgewiesen, daB sich 
das Protein der Tumoren durch einen Gehalt an Aminosauren 
der ,,unnatiirlichen“ d-Reihe von normalem EiweiB unterscheidet. 
Auch wenn man zunachst offen laBt, wie diese Tutsache im 
Hinblick auf Entstehung und Wesen des Krebswachstums gedeutet 
wird, hat sich dieser Befund als auBerordentlich fruchtbar erwiesen, 
wie die Fille der von ihm ausgelésten Arbeiten zeigt. 

Unterschiede in den Enzymsystemen von normalem und Tumor- 
gewebe sind sehr vielfach untersucht und festgestellt worden ?), Meist 
ist der Fermentgehalt verschiedener Geschwiilste mit dem normaler 
Gewebe verglichen worden. Ks besteht hierbei jedoch die grund- 
sitzliche Schwierigkeit, da8 man das Gewebe verschiedener Ge- 
schwiilste nicht immer direkt mit Muskel-, Leber-, Nierengewebe 
oder anderen Organen vergleichen kann, wenn man iiber die Unter- 
schiede in den enzymatischen Stoffwechselvorgingen beim Ubergang 
der normalen zur Tumorzelle Auskunft haben will. 

Gelegentlich der Untersuchung des auf eine natiirliche Amino- 
siure der 1-Reihe eingestellten Oxydasesystems der Leber *) erschien 
mir die Frage prifenswert, ob die Anwesevheit eines stark 
wachsenden Carcinoms einen KinfluB hat auf die d- oder l-Amino- 
siureoxydase-Wirksamkeit, wie sie sich in Leberextrakten nach- 
weisen liBt, ob sich also im allgemeinen Stoffwechsel des krebs- 


1) F. Kégl u. H. Erxleben, Diese Z. 258, 57 (1939). 

2) Vgl. O. Warburg, Uber den Stoffwechsel der Tumoren, Springer, 
Berlin 1926; H.v.Euler u. H.Skarzynski, Biochemie der Tumoren, 
Enke, Stuttgart 1942. 


‘) Vel. Konrad Lang u. Ulrich Westphal, Diese Z. 276, 179 (1942). 
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kranken Tieres ein sterisch spezifischer Kinflu8 im Abbau der 
kleinsten Proteinbausteine wiirde auffinden lassen*). Als Versuchs- 
tiere dienten erwachsene weife Ratten beiderlei Geschlechts, denen 
ein durch feines Zerschneiden mit der Schere hergestellter Brei 
von nekrosefreiem frisch entnommenem Walker-Tumorgewebe°®) 
unter die Haut geimpft wurde. Die Tumoren wuchsen sehr rasch 
und zeigten oft nach 21/, Wochen schon Gewichte von 10—20 g. 
Die Versuche wurden durchgefiihrt, wenn die Tumoren 2'/, 
bis 4 Wochen alt waren; sie wogen dann zwischen 5 und 40 g, 
in einem Falle sogar 70g. Als Kontrollen dienten unbehandelte 
Geschwistertiere des gleichen Geschlechts, die unter vollig gleichen 
Bedingungen gehalten wurden. Alle Ratten erhielten die gleiche 
gemischte Kost. 


Die Aminos&ure(A.S.0.)-Wirksamkeit wurde in der War- 
burg-Apparatur durch Bestimmung der Sauerstoffaufnahme bei 
Gegenwart von d(+)-Phenylalanin (P.A.) gepriift. Es ist erwiesen, 
daB das d(+)-P.A. von der Krebsschen d-Aminosiureoxydase 
dehydriert und desaminiert wird®). Pro Molekil d(+)-P.A. wird 
1 Atom Sauerstoff aufgenommen und es entsteht Phenylbrenz- 
traubensiure; die Oxydation kann jedoch unter weiterem O,-Ver- 
brauch [bis zu 1,5—1,7 Atome 0 pro Molekiil d(+)-P.A.")] zur 
Bildung von Phenylessigsiiure fortschreiten. Aus 1 Molekiil 
d(+-)-P.A. wird 1 Molekiil NH, in Freiheit gesetzt. 


Die Tiere wurden durch Dekapitieren getitet, die Lebern 
nach dem Ausbluten entnommen und unter Zerreiben mit Quarz- 
sand bei 0° mit m/5-Phosphatpuffer vom p,, 8,0 dreimal extrahiert; 
die Lésungen wurden jeweils sofort zentrifugiert und bis zum Hin- 
fiillen in die Warburg-GefaiBe bei0° aufbewahrt. Der Extrakt fiir 
jeden Warburg-Versuch wurde aus der Leber einer Ratte bereitet; 
er diente fiir je 2 Ansitze mit Pufferlésung (Leerwert) und mit 
d(+)-P.A. Fiir jeden Ansatz wurden 10~5 Mol= 1,65mg d(-+-)-P.A., 
gelést in dem bei der Leerwertbestimmung benutzten Puffer, ver- 
wendet. Das d(+)-P.A.-Praparat war optisch und analytisch rein: 





4) Ulrich Westphal, Naturw. 30. 120 (1942). 

*) Das Impfmaterial verdanke ich Herrn Prof. Dr. Kréning, Tumorfarm 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 

6) H.A.Krebs, Diese Z. 217, 191 (1933); 218, 157 (1933); P. Karrer 
u. H. Frank, Helvet. chim. Acta 23, 948 (1940): J.R. Klein u. Ph. Handler, 
J. of Biol. Chem. 139, 103 (1941). 

) K. Felix, K. Zorn u. H. Dirr-Kaltenbach, Diese Z. 247, 
141 (1937). 
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30,0 mg in 2 cem Wasser gelést; 1-dm-Rohr; 19°. 
a}? = +0,54°; [a]? =+ 36,0° 
Literaturwert [o]!® = + 35,1° (in Wasser, p = 2,03). 


6,5, 5,8 mg Subst. verbrauchten bei der Mikrokjeldahlbestimmung 
2,30, 2,06 ecem n/70-HCI. 


C.H,,0.N Ber. N 847 ~~‘ Gef. N 8,37, 8,40. 


Die Extraktmengen in jedem GefiB waren fiir die Tumor- 


und Kontrolltiere stets gleich und entsprachen 0,7—0,9 (meist 0,81) g 
Frischleber. 


Das p, des Extraktes wurde (in einem besonderen Ansatz) 
so eingestellt, daB der GefaBinhalt bei Versuchsbeginn einen Wert 
von 7,8 zeigte. Wie die Fig. 1 zeigt, findet bei dieser Wasserstoff- 
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Py-Abhangigkeit der Sauerstoffaufnahme durch d(+)-P.A. unter den Bedingungen des ver- 
wendeten Testes, Ablesungen nach 3 Stunden. Leberextrakt von normalen Ratten, bei ver- 
schiedenem Dy gemessen; cmm O, = Differenz von d(+)-P.A.- und Leerwert. 


ionenkonzentration unter den Bedingungen des verwendeten Testes 
eine optimale Sauerstoffaufnahme statt. Felix und Mitarb.’) fanden 
fiir oxydative Desaminierung von d(+)-P.A. durch Brei von Leber 
oder Niere ebenfalls ein p,-Optimum von 7,8. 

NaturgemiB zeigen die Leberextrakte auch ohne Zugabe der 
Aminosiuren eine Sauerstoffaufnahme. Dieser Leerwert wurde 
jeweils im gleichzeitigen Versuch durch Zusammengeben aller 
Komponenten auBer d(+)-P.A. bestimmt. Die Ergebnisse der 
Prifung auf d-A.8.0.-Wirksamkeit bei 34 normalen und 
23 Tumorratten sind in den Figg.2 und 3 als Durchschnittswerte 
dargestellt. Die Versuche liefen jeweils iiber 3 Stunden, Ablesungen 
wurden alle 20 Minuten vorgenommen. Die Differenz zwischen den 
Kurven [ und II bzw. III und IV stellt die durch das d(+-)-P.A. 
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bedingte Sauerstoffaufnahme dar. Diese ist bei den normalen 
Kontrolltieren etwa 21/,mal so hoch wie bei den Ratten mit 
Walker-Carcinom. Die Streuung in den Werten fiir die d-Oxy- 
dasewirksamkeit in den verschiedenen Versuchen ist eine recht 
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Sauerstoffaufnahme der Leberextrakte von den Normalratten (Fig. 2) bei Gegenwart von 
d(+)-P.A. (Kurve I) und Phosphatpuffer (Leerwert, Kurve Il) und von den Tumorratten 
(Fig. 3) bei Gegenwart von d(+)-P.A. (III) und Phosphatpuffer (IV). Im Ansatz 2,1 ccm 
Leberextrakt, entsprechend durchschnittlich 0,81 g Frischleber, in der Birne 107° Mol (1,65 mg) 
d(+)-P.A. in 1,0 ccm m/2-Phosphat von py 8,0 bzw. 1,0 ccm m/2-Phosphat von Py 8,0. Im 
seitlichen Ansatz bzw. Einsatz des GefiBes 0,1 ccm 2n-KOH. pq des Reaktionsgemisches 
bei Versuchsbeginn 7,8. Im Gasraum O,, Schiittelgeschwindigkeit 155 pro Minute, Tempera- 
tur 36,4°. Jeweils zwei Parallelansiitze. Die durch das d(+-)-P.A. bedingte Sauerstoffaufnahme 
entspricht der Differenz der Kurven I—II bzw. III—IV. Durchschnittswerte aus 34 Normal- 
und 23 Tumorratten. 


groBe, wie bei den ersten Versuchen mit T'umortieren und einer 
Reihe von Kontrollversuchen mit normalen Ratten beobachtet 
wurde. Es ist fiir den Einzelfall schwer entscheidbar, ob dies 
auf die normale biologische Streuung oder etwa auf Unterschiede 
zurickzufihren ist, die durch unkontrollierbare Verschiedenheiten 
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bei der Herstellung der Extrakte’) bedingt sind. Um diese nach 
Moglichkeit auszuschlieBen, wurden deshalb die Versuche bei den 
weiteren 19 Tumorratten so angelegt, daB die Leberextrakte von 
je einer normalen und einer tumortragenden Ratte unter gleichen 
Bedingungen gleichzeitig hergestellt wurden und die Ansitze 
gleichzeitig auf ihre Sauerstoffaufnahme im Warburg-Apparat 
gepriift wurden. 

Wir haben bei 20 derartigen Doppelversuchen nur in einem 
einzigen Falle beobachtet, daB die d-A.S.O.-Wirksamkeit des Leber- 
extraktes von dem Tumortier eine etwas héhere war als die von 
dem normalen Kontrolltier [Sauerstoffaufnahme durch d(+)-P.A. 
nach 3 Stunden im Durchschnitt der beiden GefaBe 16 gegen- 
iiber 12 cmm; auffallend ist hierbei der geringe Absolutwert der 
Sauerstoffaufnahme; er stellt den niedrigsten aller tiherhaupt 
bestimmten Werte bei den Normaltieren dar. Dies deutet auf 
eine Inaktivierung des Leberextraktes von dem Normaltier hin]. 
In allen anderen Fallen lag der Sauerstofiverbrauch durch d(+)-P.A. 
bei den Extrakten aus den Normaltieren um das mebrfache héher 
als bei den Tumortieren. Die Leberextrakte von 2 Ratten, bei 
denen die Impfung mit dem Walker-Tumor erfolglos war, zeigten 
die den normalen Tieren entsprechende d-A.S.O.-Wirksamkeit. 
Als Durchschnittswerte von 34 Kontrollratten und 23 carcinom- 
tragenden Tieren ergaben sich als Sauerstoffaufnahmen nach 
3 Stunden 80,5 und 30,3 cmm. 

Die Bedeutung dieser Mittelwerte wurde durch statistische Be- 
rechnung gepriift. Fiir die mittlere Abweichung vom Mittelwert®) ergab 
sich fiir die Normaltiere ¢,, = 6,410, der Fehlerbereich ist (fiir N= 66) 3,12-0,, 
[Uberschreitungswahrscheinlichkeit bei dieser Berechnung nach ®) stets 0,0027). 
Damit ergibt sich als statistische Fehlerbreite fiir die Normaltiere nach 
3 Stunden 80,5+20,0 emm, d. h. 60,5—100,5 emm. Fiir die Tumortiere ist 
die Fehlerbreite nach derselben Zeit 30,3+12,7 emm, d.h. 17,6—43,3 cmm 
(o , =3,992, Fehlerbereich fiir NV = 45:3,18-0,,). Die Werte sind also statistisch 
gut gesichert. Die Berechnung fiir die 40 Minuten sowie | Stunde nach Ver- 
suchsbeginn durchgefiihrten Ablesungen mit dieser Methode (Uberschreitungs- 
wahrscheinlichkeit 0,0027) zeigt, daB die Mittelwerte fiir die Normal- und 
Tumorratten schon bald nach Anfang des Versuches statistisch gesicherte 
Unterschiede aufweisen [nach 1 Stunde: 42,1+11,7 emm, d.h. 30,4—53,8 emm, 
Oy = 3,767; 17,2+7,8 emm, d.h. 9,4—25,0emm, o,, = 2,449; — nach 40 Minuten: 


‘) Vel. dazu L. Birkofer u. R. Wetzel, Diese Z. 264, 31 (1940). 

rm _ > Le N = Anzahl der Einzelwerte, 

| ou = Vw —1)-N §) = Differenz zwischen Einzelwert und 
arithmetischem Mittel aller Einzelwerte; vgl. 5. Koller, Graphische Tafeln 
zur Beurteilung statistischer Zahlen 8S. 36. Dresden u. Leipzig, 1940. 
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33,6 +9,8emm, d. h. 23,8—43,4emm, ¢ ,,=3,135;15,1+7,lemm, d.h.8,0—22,2 emm, 
Oy = 2,233). 

Auber dieser Berechnung der Fehlerbreite der Mittelwerte wurde die 
Formel map 4 die Fisher’) fiir die statistische Bedeutung einer 
Differenz von 2 Mittelwerten angegeben hat''). Bei einer Berechnung mit 
30 Einzelwerten ist eine Differenz dann statistisch gesichert (P0,01), wenn 
der erhaltene Wert fiir ¢'') mindestens 2,750 ist. Die Zusammenstellung in 
Tab. 1 zeigt, daB diese statistische Sicherheit bereits in den Werten der 
ersten nach 20 Minuten erfolgten Ablesungen erreicht ist und bei den 
spiteren Ablesungen stark erhéht wird. 


Tabelle 1 


Statistische Bedeutung des Unterschiedes der d-A.S.0.-Wirksamkeit 
der Leberextrakte yon Kontroll- und Tumortieren. 


Werte von ¢ nach Fishers Formel?’). 
Sauerstoffaufnahme durch d(+)-P.A. als MaB der d-A.S.0.-Wirksamkeit. 
N, (Kontrolltierwerte) = 66; N, (Tumortierwerte) = 45. 











Nach Nach Nach Nach 

O,-Aufnahme 20 Minuten | 40 Minuten 1 Stunde 3 Stunden 
der ene eeeuamnes - i a? pec 

emm F emm n| t emm | F emm i 

O, | (Os a Se | * O, 

Kontrolitiere | 218 | — |336 1 — | 421 | — | 905 _ 
Tumortiere 108 | — | 151 | — |172 | — | 303 | — 
(Unterschied) 11,0 | 3,127 | 18,5 “4,379 24,9 | 4,985 | 50,2 | 5,946 














Ks sei bemerkt, da8 auch geprift wurde, ob sich im ‘Test 
mit d(+)-P.A. Unterschiede zwischen minnlichen und weib- 
lichen Ratten ergeben. Die Untersuchung dieser Frage an den 
Leberextrakten ergab bei 9 minnlichen und 10 weiblichen Tumor- 
ratten eine vdéllig gleichartige Sauerstoffaufnahme; ein geringer 
Unterschied zwischen 14 minnlichen und 16 weiblichen Kontroll- 
tieren lieB sich statistisch nicht sichern. Minnliche und weibliche 


1°) R.A.Fisher, Statistical Methods for research workers. London 1928. 


1 1 N, + N, 
) 9? = Joa = —— ae : Px . 9 > 5.2): 
S ( N, + N 4 N, eA : (N, = : 2) ( 0, + dz ) ; 


es ee 


N,, N, = Anzahl der Einzelwerte der a zu vergleichenden Reihen, 
“1, L,= arithmetisches Mittel der Einzelwerte der beiden zu_ver- 
gleichenden Reihen, 


0,, 0, = Differenz zwischen Einzelwert und 7, bzw. Z,. 
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Ratten unterscheiden sich demnach in ihrer d-A.S.0.-Wirksam- 
keit nicht. 

In einigen Versuchen wurde auch die NH,-Bildung bei der 
Kinwirkung der Leberextrakte der Tumor- “and. Normaltiere auf 
d(+)-P.A. verfolgt. ErwartungsgemiB ergaben sich die ent- 
sprechenden Unterschiede wie bei der Sauerstoffaufuahme. Es ist 
also sicher, daB in dem beschriebenen Test die Wirkung der 
d-Aminosiure-oxydase (=desaminase) bestimmt wird. 

Wie oben erwihnt, wurde auch untersucht, ob sich zwischen 
normalen und krebskranken Ratten Unterschiede im Sauerstoff- 
aufnahmevermégen durch die entsprechende Aminosadure der 
l-Reihe nachweisen lieBen. Interessanterweise ergab sich, daB 
der Sauerstoffverbrauch bei Gegenwart von l(—)-P.A.™4), der in 
vollig analoger Weise bestimmt wurde, keine statistisch zu 
sichernden Unterschiede zwischen Tumor- und Kontrolltieren 
aufwies. Die Sauerstoffaufnahme war im allgemeinen gegeniiber 
der d-A.S8.0.-Wirksamkeit nur gering. 


Ks ist bekannt, daB bei den meisten Tieren die Niere von 


allen Organen die stirkste d-A.S.0.-Wirksamkeit besitzt®), Es_ 


wurde daher auch in Nierenextrakten die durch d(-+)-P.A. 
bedingte Sauerstoffaufnahme bei krebskranken Ratten und nor- 
malen Kontrolltieren vergleichend untersucht. Die Methodik ent- 
sprach vollig der bei den Leberversuchen beschriebenen. Die 
Extraktmenge in jedem Ansatz stammte aus 0,42 g Frisch- 
niere; zur Bereitung des fiir einen Warburg- Versuch benétigten 
Extraktes muBten zur Erreichung dieser Konzentration die Nieren 
von je 2 oder 3 normalen bzw. Tumorratten verwendet werden. 
Erwartungsgema8 war die d-A.S8.0.-Wirksamkeit, bezogen auf die 
EKinheit Frischgewicht, erheblich gréBer als bei den Leberextrakten. 
Die Figg.4 und 5 stellen die Ergebnisse von 20 Warburg- 
Doppelversuchen dar, die stets wie oben beschrieben gleichzeitig 
nebeneinander durchgefiihrt wurden. Ks wurden insgesamt 47 Tumor- 
ratten und 48 Kontrolltiere verwendet. Es zeigt sich auch bei den 
Nierenextrakten eine erniedrigte d-A.S.O.-Wirksamkeit der krebs- 
kranken Tiere. 

Wie aus der Tab. 2 hervorgeht, sind auch in diesem Falle 
die Unterschiede zwischen den normalen und krebskranken Tieren 
statistisch gesichert; dies liBbt sich ebenfalls schon bei den Ab- 


118) Es wurde das analytisch und optisch reine 1(—)-P.A.-Priparat ver- 
wendet, das auch in der voranstehenden Arbeit*) benutzt wurde. 
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lesungen 20 Minuten nach Versuchsbeginn nachweisen. Ks sei 
besonders auf die aus den Figg. 2—5 hervorgehende Tatsache 
hingewiesen, daB die EKigenatmung der Extrakte (Leerwerte ohne 
Zusatz von d(+)-P.A., Kurven II und IV bzw. VI und VIII 
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Sauerstoffaufnahme der Nierenextrakte von den Normalratten (Fig. 4) bei Gegenwart von 
d(+)-P.A. (Kurve V) und Phosphatpuffer (Leerwert, Kurve VI) und von den Tumorratten 
(Fig. 5) bei Gegenwart von d(+)-P.A. (VII) und Phosphatpuffer (VIIT). Im Ansatz 2,1 ccm 
Nierenextrakt, entsprechend 0,42 g Frischniere, in der Birne 1075 Mol (1,65 mg) d(--)-P.A. 
in 1,0 cem m/2-Phosphat von Py 8,0, bzw. 1,0 ccm m/2-Phosphat von pq 8,0. Im seitlichen 
Ansatz bzw. Einsatz des GefiiBes 0,1 ccm 2n-KOH. Py des Reaktionsgemisches bei Versuchs- 
beginn 7,8. Im Gasraum O,, Schiittelgeschwindigkeit 155 pro Minute, Temperatur 36,4°. 
Jeweils 2 Parallelansiitze. Die durch das d(+)-P.A. bedingte Sauerstoffaufnahme entspricht 
der Differenz der Kurven V—VI bzw. VII—VIII. Durchschnittswerte aus 20 Warburg- 
Doppelversuchen mit insgsamt 48 normalen und 47 Tumorratten. 


zwischen den Normaltieren und den Tumorratten keine wesent- 
lichen Unterschiede zeigt. 

Die durchgefiihrten Versuche zeigen, daB Extrakte aus Leber 
und Niere von Ratten mit Walker-Carcinomen, die wenige 
Wochen vorher implantiert waren, im Vergleich zu denen nor- 
maler Ratten eine verminderte Fahigkeit zur oxydativen 
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Tabelle 2 


Statistische Bedeutung des Unterschiedes der d-A.S.0.-Wirksamkeit 
der Nierenextrakte von den Kontroll- und Tumortieren. 


Werte von ¢ nach Fishers Formel"’). 
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Sauerstoffaufnahme durch d(+)-P.A. als Ma8 der d-A.S.O.-Wirksamkeit. 


N, (Kontrolltierwerte) = 


N, reson mii = 38. 
































Nach Nach Nach Nach 
O.-Aufnahme 20 Minuten | 40 Minuten 1 Stunde 3 Stunden 
der atin Pats | 7 ae 
emm f emm | , emm | t emm f 
| Oz | | O; | O; O, | 7 
Kontrolitiere | 45,1 | — | 586 | — | 623 | — | 856 | — 
Tumortiere 27,0 — 348) — 39,6 — 54,5 — 
(Unterschied) | 18,1 | 3,605 | 23,8 | 3,963 | 22,7 | 3,620 | 31,1 | 3,915 
Desaminierung von d-Aminosiuren besitzen. Die wahr- 


scheinlichste Ursache hierfiir diirfte ein geringerer Gehalt der Organe 
der Tumortiere an d-A.S8.QO. sein!!"). NaturgemaB wird durch die 
vorliegenden Versuche nicht ausgeschlossen, daB die verminderte 
Wirksamkeit auf einem noch unbekannten Hemmungsmechanis- 
mus!*) beruht; es besteht jedoch kein AnlaB anzunehmen, daB das 
gefundene Verhaltnis der d-A.S.0.-Wirkungen von den normalen 
zu den ‘lumortieren durch die Versuchsanordnung vorgetiuscht 
wird und sich grundsitzlich von den Verhadltnissen im lebenden 
Tier unterscheidet. 

Der Vergleich der d-A.S.O- Witksssakett von Normal- und 
Tumortieren bezog sich jeweils auf einen Extrakt aus der gleichen 
Gewichtsmenge des frischen Organs. Ich habe daher auch die 
Frage gepriift, ob die Unterschiede dadurch bedingt sein kénnten, 
daB das Gewicht von Leberund Nieren der Tumortiere von 
dem der Normalratten abweicht. Es wurden die relativen Gewichte 
(Gramm frisches Organ pro Gramm Tier) fiir Leber bzw. Nieren 
bei 376 normalen Ratten und 96 Carcinomtrigern vergleichend 
bestimmt. Bei der Angabe des Gewichtes der T'umortiere ist 
das Tumorgewicht nicht abgezogen. In der Tab. 3 sind die Er- 
gebnisse, zugleich mit der statistischen Berechnung fiir die Fehler- 


1») Vel. dazu die nachstehende Arbeit von Ulrich Westphal und 
Konrad Lane. Diese Z. 276, 205 (1942). 

'*) So haben J. R. Klein u. H. Kamin eine hemmende Wirkung yon 
Benzoesiure auf d-A.S.O. beschrieben [J. of Biol. Chem. 138, 507 (1941), 
zit. nach C. 1942, I, 2662]. 
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breite der Mittelwerte *), zusammengestellt. Es ergab sich zunachst, 
daB die relativen Leber- und Nierengewichte unter den von 
Donaldson?2*) fir Wistar-Ratten angegebenen Werten liegen. 
Dies dirfte auBer an Unterschieden der Rasse und anderen ver- 
schiedenartigen Bedingungen auch daran liegen, daB bei unseren 
Versuchen die Organe nach dem vdlligen Ausbluten der Tiere 
entnommen wurden. Im Gegensatz zu den Daten von Donaldson, 
der fiir die relativen Gewichte dieser Organe keine Unterschiede 
zwischen miannilichen und weiblichen Tieren fand, zeigten die 
relativen Lebergewichte der weiblichen Normalratten gegeniiber 
normalen Miannchen erniedrigte Werte; die Differenz lag auBer- 
halb der Streuungsbreite. Da wir nicht mit bekannten einheit- 
lichen Tierstiémmen gearbeitet haben, diirfte dieser Beobachtung 
keine besondere Bedeutung zukommen; das Korpergewicht, das 
bei den méannlichen und weiblichen Normalratten mit durch- 
schnittlich 160 und 156 g praktisch gleich war, kann fiir den Unter- 
schied nicht verantwortlich gemacht werden [vgl.}**)]. Wesent- 
lich erscheint uns nur, da die relativen Lebergewichte fiir die 
verwendeten normalen und Tumorratten keine gréBeren Unter- 
schiede zeigen. 
Tabelle 3 
Relative Leber- und Nierengewichte bei den normalen 
und tumortragenden Ratten 






































Normaltiere Tumortiere 
= = © | g Leber . 103 3 L 2 | § Sapes -103 
Si Sel g Tier 2) BS | g Tier 
2) | & | Mittel- | Fehler- 2 || § | Mittel- | Fehler- 
Oilze | wert | bereich oO ze | wert bereich 
3| S| 274 | 43,5 41,4 | 42,1—44,9 at | 35 | 44,843,3 | 41,5—48,1 
Sf 2 | 102 | 39,7 41,7 | 38,0—41,4 |} 9 | 61 | 43,7 42,2 | 41,5—45,9 
| | & iad -104 | 5 anand - 104 
| g Tier | g ‘Tier 
flo | 27 | 765481 | 684—84,6 If | 20 | 77,14+8,0 | 69,1—85,1 
Zl}Q@ | 40 | 71,0463 | 65,7—77,3 1] 9) 39 | 72,0+5,0 | 67,0—77,0 





Die relativen Frischgewichte der Niere sind bei den vier 
Gruppen (vgl. Tab. 3) etwa dieselben. Vorhandene geringe Unter- 


12a) H. H. Donaldson, The rat. Data and reference tables. 2°¢ edition. 
Philadelphia 1924, 8S. 210, 211, 287. 
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schiede in den Mittelwerten sind wegen der starken Streuung 
statistisch nicht gesichert; allerdings ist die Anzahl der Tiere ge- 
ringer. 

Es ergibt sich aus diesem Vergleich, daB in den relativen 
Gewichten von Leber und Nieren zwischen Normal- und Tumor- 
ratten keine derartigen Abweichungen bestehen, daB durch sie 
die starken Unterschiede im Gehalt an d-A.S.0.-Wirksamkeit be- 
dingt sein kénnten. Es erscheint daher berechtigt, anzunehmen, 
daB im Stoffwechsel des carcinomkranken Tieres das System der 
d-A.S.O. geschwicht ist. Es ist offenbar, daB sich aus diesem 
Befund im Zusammenhang mit der Kéglschen Theorie des Krebs- 
wachstums eine Reihe von Uberlegungen ergeben, die diskutiert 
werden kénnten. Ks erscheint mir jedoch zweckmaBig, zunichst 
zu priifen, ob die dargestellten Befunde spezitisch an die Gegen- 
wart eines Tumors gebunden sind, oder ob sie auch in anderen 
Fallen auftreten; diese Fragen ‘werden untersucht. 





Anmerkung bei der Korrektur am 13. Oktober 1942. 


Ks ist naheliegend, und ergibt sich unmittelbar aus den im 
Anfang dieses Jahres verdéffentlichten*) Befunden iiber die ver- 
minderte d-A.S.O.-Wirksamkeit in der Leber von ‘T'umortieren, 
die Vorstellung zu entwickeln, daB das Auftreten der unnatiir- 
lichen d-Aminosiuren in Tumorproteinen durch eine mangelhatte 
Funktion des diese d-Aminosiuren abbauenden Fermentsystems, 
der d-A.S8.0., bedingt ist. Wie oben ausgefiihrt, halten wir es 
fiir richtiger, diese Fragen erst zu erértern, wenn sich erwiesen 
hat, daB die Erniedrigung der d-A.S.0.-Wirkung eine fiir den 
tumorkranken Organismus spezifische Erscheinung darstellt. Dieser 
Hinweis soll jedoch gegeben werden, weil inzwischen eine Arbeit 
von EK. Abderhalden [Diese Z. 275, 135 (1942)] erschienen ist, 
in der als Hypothese eine entsprechende Vorstellung vertreten 
wird; auBer dem genannten Befund*) werden keine experimentellen 
Belege hierfiir gegeben. 

In diesem Zusammenhange sei erwabnt, daB Prof. Dr. H. Lettré, 
Chem. Abt. d. Allgem. Inst. gegen die Geschwulstkrankheiten im 
Rudolf Virchow-Krankenhaus, Berlin, mir freundlicherweise mit- 
teilte, daB er den Befund iiber die verminderte d-A.S.O.-Wirk- 
samkeit tumorkranker Ratten gegeniiber Normaltieren bestitigen 
konnte. 
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Die d-A.S.O. besteht aus einem spezifischen Protein und 
einer dissoziabel gebundenen prosthetischen Gruppe, dem 
Alloxazin—Adenin-dinucleotid !*14), Nach Warburg’*) enthalt 
1g frische Rattenleber 457 dieses Dinucleotides, 1g Niere 207; 
von anderer Seite wurden 77 bzw. 61 y gefunden!). Aus der 
Untersuchung von Negelein und Brémel?4) ergibt sich fir 
Hammelniere ein Gehalt an dem spezifischen Protein von 1,9 mg 
pro g Acetontrockenpulver. das ist mindestens etwa */, mg pro g 
des frischen Organs. Leider liegen fiir die Rattenorgane keine 
Gehaltszahlen an Apoferment vor; die Menge an Dinucleotid, 
die 500 7 des spezifischen Proteins aquivalent ware (Mol-Gew. 
70000:785), betragt 5,6 y. Die Bindung zwischen prosthetischer 
Gruppe und Apoferment ist in der d-A.S.O nicht so fest wie in 
den anderen gelben Fermenten; falls der Gehalt der Rattenniere 
an spezifischem Protein mit dem der Hammelnieren vergleichbar 
ist, wire jedenfalls eine gréBere als die aquivalente Menge an 
prosthetischer Gruppe vorhanden. Ks ist sichergestellt, dab das 
Warburgsche Dinucleotid die prosthetische Gruppe fir eine 
Reihe verschiedener Enzymsysteme mit verschiedener Substrat- 
spezifitit darstellt}*). Wegen der griéBenordnungsmiibigen Uber- 
einstimmung des Gehaltes verschiedener Organe an Dinucleotid 
mit den Gehaltszahlen fiir Lactoflavin ist erwogen worden, dab 
die Hauptmenge dieses Flavins als Alloxazin-adenin-dinucleotid 
gebunden vorliegt!®?®1"), DaB tatsichlich das Lactoflavin im 
Organismus zur Bildung des Dinucleotides benutzt wird, geht aus 
Versuchen an Ratten hervor, die praktisch lactoflavinfrei ernahrt 
wurden: in Leber und Herz trat eine Abnahme an dem Dinu- 
cleotid ein, die durch Zufiitterung von Lactoflayin wieder yoll- 
stindig riickgingig gemacht werden konnte?®). 

In diesem Zusammenhang seien die interessanten Beobach- 
tungen amerikanischer Autoren erwihnt, die fanden, daB Lebern 
und Nieren von Ratten bei einer Riboflavinmangeldiit eine starke 
Abnahme ihrer d-A.8.0.-Wirksamkeit erfahren!’), Die Ratten 
erhielten die Mangelnahrung iiber 6 Wochen; die Lebern zeigten 


8) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 (1938). 

4) E. Negelein u. H. Brémel, Biochem. Z. 300, 225 (1939). 

5) S. Ochoa u. R. J. Rossiter, Biochemic. J. 33, 2008 (1939). 

16) Vgl. W. Franke, Angew. Chemie 53, 580 (1940). 

”) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 368 (1938). 

8) A. E. Axelrod, H. A. Soberu. C. A. Elyehjem, Nature (London) 
144, 670 (1939). 
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nach dieser Zeit eine deutliche Verminderung ihres Riboflavin- 
gehaltes, bei den Nieren wurde nur eine schwache Abnahme fest- 
gestellt. Durch Zufiitterung von Riboflavin lieB sich mit einer 
Normalisierung des Flavingehaltes auch die d-A.S.0.-Wirksam- 
keit wieder erhéhen. Entsprechende Befunde ergaben sich auch 
an der Xanthinoxydase’*), die als prosthetische Gruppe wabhr- 
scheinlich auch das Alloxazin-adenin-dinucleotid besitzt. 


Es ist bekannt, da8 der Lactoflavingehalt der Leber von 
Ratten bei normaler Ernihrung bemerkenswert konstant ist, sich 
aber bei lactoflavinfreier Kost iiber Wochen bis auf die Halfte 
erniedrigen kann*°). Es erschien daher interessant zu priifen, 
ob sich in Parallele zu der Verminderung der d-A.S.0.-Wirksam- 
keit bei den Tumortieren auch eine Abnahme des Lactoflavin- 
gehaltes wiirde feststellen lassen. Wie aus der nachfolgenden 
Arbeit!) hervorgeht, hat der Vergleich des Lactoflavingehaltes in 
der Leber von Tumortieren und normalen Kontrolltieren keine 
wesentlichen Unterschiede ergeben. Die Griinde fiir die Abnahme 
der d-A.S.0.-Wirksamkeit bei den Tumortieren sind also andere 
als bei den oben angefiihrten Versuchen!’); méglicherweise sind 
die anderen Komponenten des Dinucleotides oder das spezifische 
Protein in geringerer Menge vorhanden. 


Von einigen Autoren ist festgestellt worden, daB die Kata- 
laseaktivitat der Leber von Ratten mit hepatischen Tumoren 
auf 1/,, des normalen Wertes erniedrigt ist). Excision des 
Tumors fiihrte schon nach 48 Stunden wieder zu normalen Ge- 
haltszahlen; erneute Tumorimplantation erniedrigte die Werte er- 
neut auf 0,1. Es ist bekannt, daB beim Abbau der d-Amino- 
siuren durch die d-A.S.O. bei Abwesenheit von Katalase die 
doppelte Menge Sauerstoff verbraucht wird, da das nicht zer- 
setzte H,O, die zunachst gebildeten «-Ketoséuren unter CO,-Ab- 
spaltung zur niachstniedrigeren Siure oxydiert!*), Kin direkter 
Zusammenhang zwischen unseren Ergebnissen und diesem Be- 
fund?!) scheint also nicht zu bestehen, da die Tumortiere ja 
weniger Sauerstoff verbrauchen. 


1%) A. E. Axelrod u. C. A. Elvehjem, J. of Biol. Chem. 140, Proc. VI 
(1941). 


*) R. Kuhn, H. Kaltschmitt u. Th. Wagner-Jauregg, Diese Z. 


oD) 
232, 36 (1935). 


*1) J. P. Greenstein, W. V. Jenrette u. J. White, J. of Biol. 
Chem. 141, 327 (1941). 
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Zum SchluB sei der Vollstindigkeit halber eine Reihe von 
Arbeiten erwihnt, die dafiir sprechen sollen, dab ein nicht 
identitizierter thermostabiler Faktor aus Hefe, sowie auch reines 
Riboflavin einen hemmenden Einflu8 auf das Krebswachstum 
haben **?5), Es ist zu priifen, ob diese Befunde zu der vor- 
liegenden Untersuchung in Beziehung stehen. 


Fraulein U. Borgstedt danke ich fiir wertvolle Mitarbeit 
bei diesen Untersuchungen. 


Zusammenfassung 


1. In Extrakten aus Lebern und Nieren von Ratten mit 
Walker-Carcinomen ist die d-Aminosiureoxydase-Wirksamkeit 
gegeniiber gleichartigen Ausziigen aus normalen Kontrollratten 
vermindert. 

2. Diese Unterschiede zwischen normalen und ‘Tumortieren 
sind statistisch gesichert. 

3. Die Oxydase-Wirksamkeit der Leberextrakte gegeniiher 
l(—)-Phenylalanin war bei Tumorratten und normalen Kontroll- 
tieren nicht wesentlich verschieden. 

4, Die Ergebnisse werden im Hinblick auf die chemische 
Natur der d-Aminosiureoxydase besprochen. 





22) J. Maisin, Y. Pourbaix u. P. Caemaex, C. R. Soe. Biol. (Paris) 
127, 1477 (1938); R. Lewisohn, C.u. R. Leuchtenberger, D. Laszlo u. 
K. Bloch, Science 94, 70 (1941) u. Proe. Soe. exper. Biol. Med. 43, 558 
(1940); dort zitiert: J. Nevorojkin, Vestnik. Roentgenol. 15, 344 (1935). 

23) C. J. Kensler, K. Sugiura, N. F. Young, C. R. Halter u. 
C. P. Rhoads, Science (N. Y.) (N.S.) 93, 308 (1941). 
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Lactoflavin und d-Aminosadureoxydase in der Leber 
tumorkranker Ratten 
Von 


Ulrich Westphal und Konrad Lang 


(Aus dem Institut fiir Physiologische und Wehrchemie der Militirarztlichen Akademie Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. September 1942) 


In der voranstehenden Arbeit!) wurde gezeigt, daB die d-Amino- 
siiureoxydase(d-A.S.O.)-wirksamkeit in Leberextrakten tumorkranker 
Ratten gegeniiber Normaltieren vermindert ist?) und geschlossen, 
daB dies auf einem erniedrigten Gehalt der Lebern an d-A.S.O. 
beruht. Dieses Enzym besteht aus einem spezifischen Protein und 
einer dissoziierend gebundenen prosthetischen Gruppe, dem Alloxazin- 
adenin-dinucleotid®); ein Teil des Co-Fermentes besteht also aus 
Lactoflavin. Es ist nachgewiesen*), daB die d-A.S.0.-Wirksamkeit 
in Leber und Niere von Ratten parallel mit experimentell erzeugten 
Schwankungen des Lactoflavinspiegels eine Ab- oder Zunahme er- 
fabrt [vgl. dazu4)]. Wir haben infolgedessen gepriift, ob der Ab- 
nahme der d-A.S.O.-wirksamkeit bei den Tumortieren eine Ande- 
rung im Lactoflavingehalt entspricht. Das Lactoflavin der Leber 
liegt wahrscheinlich vollstiindig in der Form des Alloxazin-adenin- 
dinucleotides vor [vgl. dazu+)]. Um die Menge des Flavins, und 
damit des Dinuclevtids, zu der d-A.S.O. in Beziehung setzen zu 
kénnen, ist es notwendig, den absoluten Gehalt der Rattenlebern 
an spezifischem Protein der d-A.S8.O. zu kennen. 

In Versuchen, itiber die der eine von uns spiter ausfihrlicher 
berichten wird, wurde Kinblick in diese Frage gewonnen. Die auf 
der Wirkung der d-A.S.O. beruhenden Sauerstoffaufnahmen der 
Rattenleberextrakte waren bei Gegenwart von d(-+)-Phenylalanin 
(P.A.) (L0—-5 Mol = 1,65mg pro Extrakt aus 0,8 g Frischleber) er- 


') Ulrich Westphal, Diese Z. 276, 191 (1942). 
*) Ulrich Westphal, Naturw. 30, 120 (1942). 
°) O. Warburg u. W.Christian, Biochem. Z. 298, 150 (1938). 


*) A.E. Axelrod, H.A.Sober u. C.A.Elvehjem, Nature 144, 670 
(1939). 
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halten worden!?). Nach Negelein und Brémel®) verbrauchen 
700 y des reinen Apoferments der d-A.S.O. bei Gegenwart von 
d,l-Alanin (Al) in der Minute 438 cmm Sauerstoff. Dies gilt fir 
optimale Bedingungen, d.h. bei Anwesenheit einer so grofen Menge 
d,l-Al., daB eine weitere Erhéhung seiner Konzentration keine 
VergréBerung der Reaktionsgeschwindigkeit mehr bewirkt, und bei 
Gegenwart von soviel prosthetischer Gruppe (1 Mol. EKiweif: 95 Mol. 
Dinucleotid), daB praktisch das gesamte Protein an das Dinucleotid 
gebunden ist; es gilt ferner fiir Abwesenheit von Katalase. 

Gegeniiber den Ansitzen mit 10~°Mol d(+-)-P.A. ist die Sauer- 
stoffaufnahme bei Gegenwart von iiberschiissigem Alanin betricht- 
lich gréBer. Im Mittel von 15 Warburgversuchen mit 57 Kinzel- 
werten fanden wir, daB die Rattenleberextrakte unter ,,optimalen 
Bedingungen“ 3,6 mal soviel Sauerstoff aufnehmen wie unter den 
friher gewahlten Versuchsbedingungen’). Multipliziert man diese 
mit Extrakten normaler Rattenlebern bei Gegenwart von d(-++)-P.A. 
friiher erhaltenen Werte mit dem Fuaktor 3,6, so ergeben sich un- 
gefihr die gleichen Sauerstoffmengen, die (im Durchschnitt von 
21 Warburgversuchen) nun auch bei direkter Bestimmung mit 
iiberschiissigem d,l-Al. erhalten wurden. 

Aus den friiher angegebenen Daten ?!’?) berechnen sich auf diese 
Weise fiir die Sauerstoffaufnahme des Extraktes aus 1g Frisch- 
leber von normalen Ratten unter optimalen Bedingungen pro 
Minute 5 cmm. Das entspricht unter Beriicksichtigung der Werte 
von Negelein und Brémel®) und der Tatsache, daB bei Anwesen- 
heit der in den Rohextrakten vorhandenen Katalase nur die Hilfte 
an Sauerstoff verbraucht wird wie durch das katalasefreie Ferment, 
einer Menge von 16 y spezifischen Proteins in 1 g Frischleber. 
Die Leberextrakte von den Tumorratten verbrauchen in 20 Minuten 
nur halb so viel Sauerstoff; sie enthalten demnach etwa 8y Apo- 
ferment pro g Frischleber. | 

In einem Gramm frischer Rattenleber wiesen Warburg und 
Christian) 45 y Dinucleotid nach; hierin sind nach den Mol- 
gewichtsverhaltnissen 214 Lactoflavin enthalten, eine Menge, die 
groéBenordnungsmaBig in 1 g Rattenleber gefunden worden ist®). 
In einem Gramm frischer Rattenleber wire also das Verhiltnis 
von spezifischem Protein der d-A.S.O. (16 y, Mol.-Gew. etwa 70000) 
zu prosthetischer Gruppe (45 y, Mol.-Gew. 785) = 1 Mol.: 250 Mol. 


’) E. Negelein u. H. Brémel, Biochem. Z. 300, 225 (1939). 
*) R. Kuhn, H. Kaltschmitt u. Th. Wagner-Jauregg, Diese Z. 
252, 36 (1935). 
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Warburg und Christian*) haben die Festigkeit der Bindung 
zwischen Apo- und Co-Ferment dieses Systems berechnet und 
gefunden, daB bei 38° und p,, 8,3 die Dissoziationskonstante K 


der Gleichung K = Dinucleotid (frei) . : — oe den Wert 0,196 
eres geb. 





om | _‘bat. In unseren Versuchsansiitzen (3,1 ccm) betragt 


die Konzentration an Dinucleotid etwa 12 y/ccm, wenn wir an- 
nehmen, dab im Gramm Rattenleber 45,7 dieses Co-Ferments’) vor- 
handen sind und in den Phosphatextrakt iibergehen; das bedeutet 
nach der obigen Gleichung, daB 98,4°/, des Proteins an die pro- 
sthetische Gruppe gebunden sind. Wie aus dem Versuchsteil her- 
vorgeht, haben wir in der Leber normaler Ratten einen geringeren 
Lactoflavingehalt (12,4 pro g) gefunden, als 45 Dinucleotid ent- 
sprechen wiirden; wegen der schlechten Ausbeuten bei der Lacto- 
flavinbestimmung (vgl. Versuchsteil) glauben wir jedoch, daB der 
héhere Wert von 45y die wahren Verhiltnisse besser trifft. Aber 
auch bei einem 12,4 y Lactoflavin entsprechenden Dinucleotid- 
gehalt von etwa 277 im Gramm wiirde das Protein noch zu iiber 
97°/, an das Co-Ferment gebunden sein. 

In der Leber von Ratten mit Walker-Tumoren ergab sich 
mit 11,1 y pro g praktisch der gleiche Lactoflavingehalt wie bei 
den normalen Tieren. Selbst wenn man die gefundene Verminderung 
von 10°/, fir real hielte, wiirde sich der Anteil an gebundenem 
Apoferment dadurch kaum andern (96,9°/,). Diese Tatsache zeigt, 
daB der Unterschied in der d-A.S.0.- Wirksamkeit von Leberextrakten 
normaler und tumorkranker Tiere nicht auf einem durch die 
Lactoflavinbestimmung erfaSbaren Unterschied im Dinucleotid- 
gehalt beruht. 

Zu dieser Berechnung muf folgende EKinschrankung gemacht 
werden. Sie gilt unter der Voraussetzung, daB das eingesetzte 
Dinucleotid in freier Form vorliegt. Das ist in dem Leberextrakt 
sicherlich nicht vollstindig der Fall; es ist vielmehr anzunehmen, 
daB das Dinucleotid in einem komplizierten Gemisch von Dis- 
soziationsgleichgewichten mit verschiedenen Apofermenten steht, 
die ihrerseits um dies Co-Ferment konkurrieren. Die genauen quan- 
titativen Verhiltnisse und damit die Lésung der Frage, wieviel 
von dem vorhandenen Dinucleotid in freier Form vorliegt, kennen 
wir nicht. Es liegen jedoch keine Anhaltspunkte dafiir vor, daB 
in dem Verhiltnis von freiem zu gebundenem Dinucleotid zwischen 


den Lebern normaler uud tumortragender Ratten wesentliche 
Unterschiede bestehen. 
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Fiir die Richtigkeit der oben gezogenen SchluBfolgerung sprechen 
Versuche, iiber die spiater ausfithrlicher berichtet werden wird: 
Kinmal zeigte es sich, daB die Unterschiede in der d-A.S.0.-Wirk- 
samkeit zwischen den Leberextrakten normaler und tumortragen- 
der Ratten auch unter den ,optimalen Bedingungen“ (tiberschiissiges 
d.l-Al. und Aktivierung mit Dinucleotid) in gleicher Weise vor- 
handen sind wie bei der friiher gewihlten Versuchsanordnung. 
Weiterhin ergab sich, daB die durch die d-A.S.O. bei Gegenwart 
von d,l-Al bedingte O,-Aufnahme praktisch gleich war, ob dem 
Ansatz reines Dinucleotid zugesetzt wurde oder nicht. Hieraus 
ist zu schlieBen, daB praktisch das gesamte Apoferment an die 
prosthetische Gruppe gebunden ist. 


An der Durchfithrung der Versuche war Fraulein U. Borg- 
stedt beteiligt. 


Beschreibung der Versuche 


1. Zur Methodik der Lactoflavinbestimmung. Die spezifischste Me- 
thode zur Bestimmung des Lactoflavins beruht auf dervon Warburg entdeckten 
Lichtspaltung des Flavins in alkalischer Lésung, der sogenannten Lumiflavin- 
reaktion®*). Der gréSte Nachteil, der diesem Verfahren anhaftet, ist die Tat- 
sache, daB die Ausbeute an gebildetem Lumilactoflavin nicht quantitativy ist, 
sondern in Abhingigkeit von den niheren Versuchsbedingungen in wechseln- 
dem MaBe geringer. Kuhn und Mitarbeiter’) geben fiir ihre Versuchsanordnung 
einen Abfall der Ausbeute mit abnehmender Konzentration an Lactoflavin 
an; bei zweistiindiger Bestrahlung von 3,72 mg Lactoflavin werden 87°/, als 
Lumiflavin gefunden, bei Anwendung von nur 0,12 mg ist die Ausbeute nur 
42°/,. Warburg und Christian’) weisen darauf hin, daB Konzentration 
und Belichtungszeit nicht zu gro’ gewihlt werden diirfen und erhalten bei 
halbstiindiger Belichtung von 0,5 mg Lactoflavin in 10 cem n/2-NaOH eine 
Ausbeute von 72°/,. Lunde und Mitarbeiter’) fanden mit der Lichtspaltungs- 
methode gegeniiber anderen Verfahren betrichtlich zu niedrige Flavinwerte. 
Reindel und Fleischmann”™) haben die durch die Lumiflavinreaktion 
bedingten Fehlerquellen durch Vergleichsbestimmungen und Eichtabellen 
weitgehend einschrinken kénnen. Aus allen Angaben ergibt sich, daB die 
Bestimmung mit Hilfe der Lumiflavinreaktion nur Mindestwerte liefert, die 
betrichtlich — bis zu 50°/, und mehr — unter den wahren Gehaltszahlen 
liegen kénnen. 

Nach A. Emmerie"') wird der Gehalt einer Lésung an Lactoflavin 
durch direkte colorimetrische Messung bestimmt; fiirbende Begleitstoffe sollen 


6) O. Warburg u. W. Christian, Naturw. 20, 980 (1932). 
’) R. Kuhn, Th. Wagner-Jauregg u. H. Kaltschmitt, Ber. chem. 
Ges. 67, 1452 (1934). 

5) O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 162 (1938). 

*) G. Lunde, H. Kringstad u. A. Olsen, Diese Z. 260, 141 (1939). 
) FL Reindel u. O. Fleischmann, Biochem. Z. 301, 99 (1939). 
1) A. Emmerie, Z. Vitaminforsch. (Schwz.) 7, 244 (1938). 
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durch Oxydation mit Permanganat in schwach saurer Lésung entfernt werden, 
eine Behandlung, gegen die das Lactoflavin bestindig ist. Nach diesem Ver- 
fahren diirfte man eher Héchstwerte fiir Lactoflavin erhalten; der Nachteil 
ist, dafS man keinen MaSstab dafiir hat, ob wirklich durch die Oxydation 


alle Begleitsubstanzen entfernt werden, die die Farbung der Lésungen be- 
einflussen kénnen. 


Die Lumiflavinmethode. Wir haben die verschiedenen Methoden 
zuniichst an reinen Lactoflavinlésungen vergleichend gepriift. 100 ¢cem einer 
Stammlésung, die 775y reines Lactoflavin in 100 ccm Wasser enthielt, wie 
durch direkte colorimetrische Bestimmung (Stupho, Filter S 47) kontrolliert 
wurde, wurden in der unten niiher beschriebenen Weise nach’) 2 Stunden 
lang belichtet. Alle Operationen wurden, so weit nétig, bei Dunkelheit oder 
rotem Licht durchgefiihrt. Dann wurde die Lésung mit Kisessig angesiiuert 
und der Farbstoff in 50 cem Chloroform iberfihrt. Mit diesen Lésungen 
von Lumiflavin wurde bei gedimpftem Tageslicht gearbeitet, da besondere 
Versuche ergaben, da sie gegen Licht recht bestindig sind. So zeigten 
zwei Lisungen mit 486 bzw. 461 y Lumiflavin in 50 cem Chloroform nach 
2tigigem Stehen im Sonnenlicht bei Zimmertemperatur einen Gehalt von 
471 bzw. 449 7; es war also eine Abnahme um 3°/, eingetreten. Die Farb- 
stofflésungen wurden im Stupho (Filter S$ 47) gemessen und auf Lactoflavin 
berechnet (E fiir 107 Lumiflavin pro ccm = 0,430; 10y7 Lumiflavin = 15 y 
Lactoflavin). Die Ausbeute betrug 67°/, (vgl. Tab. 1). Ausschiitteln vor 


Tabelle 1 


Vergleich einiger Verfahren bei der Bestimmung einer reinen 
Lactoflavinlésung (775 y/ 100 ecm) 








y-Lactoflavin 





Methodik vor- ge- Aus- 


gelegt |funden| beute 


1. | Direkte colorimetrische Messung .... . .] (775) 775 


2. | Lumiflavinreaktion nach ’”) 
a) ohne Vorextraktion mit Petrolither/CHCl, | 775 515 67 °/, 


b) nach 99 ” rh) ” 775 366 47 "Vo 
c) nach 3 . 3 ? 775 388 50 "lo 





3. | Lumiflavinreaktion nach °) 











ohne Vorextraktion mit Petrolither/CHCl, .} 155 | 97 63 °/, 

155 | 100 65 °/, 

155 | 87 56 5 

4. | Kaliumpermanganatmethode nach *') | 

a) Oxydationszeit '/, Minute ....... 39 | 40; 40} 103 %, 
b) 3 1 m pce aa. ee ak 39 (41; 47/113, 
¢) - eo Beaten. sw ee 39 | 44; 39/106 %, 
d) (ohne Oxydation)......+,+-+s6-s 39 |38; 43] 104%, 


der Belichtung mit Petrolither und Chloroform, wie es bei Verwendung yon 

Organextrakten durchgefiihrt werden mu, erniedrigte die Ausbeute auf 

etwa 50°/). Kiirzeres Belichten (30 Minuten) der Loésung (155 y Lactoflavin 

in 20cem) im wassergekiihlten Reagenzglas nach °) verbesserte die Aus- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 276 14 
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beute nicht (Tab. 1, Nr. 3). Wir iiberzeugten uns davon, daB erneutes Be- 
lichten der wieder alkalisch gemachten Lésungen kein weiteres Lumiflavin 
lieferte. 


Die Oxydationsmethode. Die a a aa mit KMnQO,?’) 
wurde in der We ise durchgefiihrt, daB 25 cem der Stammlésung (= 194 4 
Lactoflavin) mit 75 eem Methanol verdiinnt wurden; von diesen 100 eem 
einer 75°/,igen Hethenclisewne wurden im Doppelansatz je 20 ccm mit 
leem Eisessig und 2 cem einer 4°/,igen KMnQ,-Lésung versetzt, '/,, 1 und 
2 Minuten umgeschiittelt und dann ‘mit 2eem 3°/,igem H,O, entfirbt. Die 
eolorimetrische Messung der so vorbehandelten Liésungen (Stupho, Filter 
S 47; E fiir 10 y Lactoflavin pro cem = 0,325) ergab gréSenordnungsmiibig 
100°/, und zeigt damit, dab eine oxydative Zerstérung des Lactoflavins 
nicht eingetreten ist; die mit dieser Methodik erhaltenen Werte weisen 
jedoch betrichtliche Schwankungen auf, wie an den in Tab. 1 zusammen- 
gestellten Beispielen zu sehen ist. Ein Einflu8 der verschiedenen Linge 
der vin near oegens war nicht festzustellen. Erwartungsgemi8 ergab die Be- 
stimmung der ,,75°/,igen Methanollésung‘' ohne KMnO,-Behandlung griSen- 
ordnungsmiBig richtige Werte. 


Vergleich der Methoden an einem Hundeleberextrakt. Ein 
ibnliches Verhiltnis zwischen den mit der Lumiflavyin- und der KMn0O,- 
Methode erhaltenen Werten ergab auch die a eines wiBrigen 
Acetonextraktes aus Hundeleber, wie die Tab. 2 zeigt. Hierfiir wurden 800 g 

















Tabelle 
Vergleichende Lactoflavinbestimmung in einem Hundeleberextrakt 
, y Lactoflavin 
Methodik in nb 100 ecm a Extrakt gefunden 
is LuniMavinsonidion nach *), prt Vv or- 
extraktion mit Petrolither/CHCl,. . 729; 692 
2. | KMnO,-Methode nach 7): 
Oxydationszeit 1), Minute ..... 985; 1062 
; _ Spee eee 970; 944 
Me a kG 1046; 1062 
eee ce ee « 1046; 1020 
(Ohne Oxydation) . a xk ee eH « 1370 








Hundeleberbrei mit 80- und 60°/,igem Aceton bei 20° extrahiert und der 
Extrakt im Vakuum auf 905 ccm eingeengt. Die Extraktion war nicht er- 
schépfend. Je 100 cem der klar filtrierten Lésung wurden mit 100 ecm 
Wasser verdiinnt und 3 mal mit Petrolither (Siedep. 30—50°) extrahiert, mit 
NaOH auf eine Konzentration von n/2 gebracht, 2 mal mit Chloroform aus- 
geschiittelt und wie oben beschrieben belichtet. Die Oxydationsmethode 
wurde mit der Mischung von 25 ccm des Extraktes und 75 ¢em Methanol 
in der oben dargelegten Weise durchgefiihrt. Der Vergleich der hierbei 
erhaltenen Gehaltszahlen mit einem unter Fortlassung des Oxydationsmittels 
gewonnenen Werte (Tab. 2, Nr. 2) zeigt, daB eine betriichtliche Menge 
firbender Begleitstoffe durch das Permanganat entfernt wird. | 
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Art der Extraktion. Auch die Extraktionsweise wurde an einem 
Brei von frischer Hundeleber vergleichend untersucht. Alle Methoden 
wurden in Doppelansitzen gepriift. Wie die Tab. 3 zeigt, ergab die er- 
schdpfende Kaltextraktion die héchsten Werte; eine anschlieBende Heib- 
extraktion vergréBerte die Ausbeute um weniger als 10°/,. HeiBextraktion 
mit saurem wiBrigem Aceton oder mit angesiiuertem Wasser lieferte ge- 
ringere und schwankende Gehaltszahlen fiir Lactoflayvin. 


Tabelle 3 


Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden 
bei der Lactoflavinbestimmung [nach ‘)] in einem Hundeleberbrei 





_7 Laetoflavin gefunden : 
Methode fd 


- Frischleber 











1. | a) 80 ¢ Hundeleber Lmal mit 750 ecm 
80°/,igem Aceton, 2mal mit 500 cem 
60°/,igem Aceton bei 20° extrahiert , 965; 983 | 12,1; 123 
b) anschlieBend mit je 500 eem 60°/,igem | 
Aceton 10 Min. erhitzt u. mit 60°), ‘ icem | 
Aceton erschépfend extrahiert. . . . 82; 74 | 


| 1,0; 0,9 
insgesamt: 1047; 1057 | 13,1: 13,2 
2. | 80g Hundeleber 1mal mit 500 cem 

80°/,igem Aceton bei 20° extrahiert, | 
2mal mit je 250 cem saurem 60°/,igem | 
Aceton (6 Volumina Aceton + 4 Volumina 
n/20-HCl) 30 Minuten erhitzt. . . . 711; 549 | 89; ,9 
3. 80 g Hundeleber 3mal mit je 200 cem | 
n/100-HCl 15 Minuten im Wasserbad 
erhitzt. . . . . : ae 579: 67] 7,2: 8,4 











2. Lactoflavinbestimmungen in der Leber von Tumorratten und 
Kontrolltieren. Fiir die eigentliche Untersuchung der Lebern von normalen 
und earcinomtragenden Ratten [Walker-Impftumoren, vgl. voranstehende 
Mitt.’)] wurde die Kaltextraktion mit wiBrigem Aceton und die Bestimmung 
durch Belichten verwendet. Die frisech entnommenen und zerkleinerten 
Lebern wurden in 80°/,igem Aceton gesammelt, unter Zugabe von etwas 
Quarzsand im Morser fein zerrieben und mit der 8—10fachen Menge 80°/, igen 
Acetons einen Tag im Dunkeln bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Die 
iiberstehende Lisung wurde durch Zentrifugieren gewonnen; der Riickstand 
wurde noch 2mal in der gleichen Weise mit der gleichen Menge 60°/, igen 
Acetons extrahiert und abzentrifugiert. Die vereinigten wiBrigen Aceton- 
lésungen wurden klar filtriert und im Vakuum auf ungefihr 300 ccm ein- 
geengt. Die Lisung wurde dann 3mal mit Petrolither (Siedep. 30—50° 
ausgeschiittelt und der Petrolither 2mal mit Wasser gewaschen. Die ver- 
einigten wiBrigen Phasen wurden auf eine Konzentration von n/2 an NaOH 
gebracht und 2—3mal mit Chloroform extrahiert. Dann wurde die Lisung 
in einer flachen weifSen Schale unter Eis- und Luftkiihlung (Fén, Tem- 
peratur < 15°) 2 Stunden lang mit einer 500 Watt-Lampe im Abstand von 

14* 
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20—25 em belichtet. Die bestrahlte Lésung wurde mit Essigsiiure an- 
gesiiuert und erschépfend mit Chloroform extrahiert. Ansiuern mit Salz- 
siiure’) bewihrte sich uns weniger gut. Die Lumiflavinlésung in Chloro- 
form wurde mit wenig wasserfreiem Natriumsulfat getrocknet und ein- 
gedampft; die Messung der Farbintensitét wurde wie oben beschrieben 
vorgenommen. 


Die Ergebnisse sind in der Tab. 4 zusammengestellt. Es zeigt sich, 
da8 der Lactoflavingehalt der Lebern von den Tumortieren sich nicht 
wesentlich von dem von normalen Ratten unterscheidet. Die tatsiichlich 
gefundenen Unterschiede in den Werten, die fiir die Tumortiere durch- 
schnittlich um etwa 10°/, niedriger liegen, kénnen nicht als bedeutungsvoll 
angesehen werden, wenn man die oben besprochenen schwankenden und 
schlechten Ausbeuten bei den Bestimmungsmethoden beriicksichtigt (vgl. 
dazu Tab. 1). 


Tabelle 4 


Lactoflavingehalt der Lebern von normalen und tumortragenden Ratten. 
Erschépfende Kaltextraktion mit wiBrigem Aceton, Lumiflavinreaktion 


















































= Normalratten Tumorratten 
& | a's me y Lactoflavin | & |"a°E a5 3 | y Lactoflavin 
E /25|8S| gefunden |E\ES|E oH) FS) gefunden 
a \23| 8 @\e8\e8| 2 
S |23| 25 | S| S155] @e | 
=< =a gesamt| pro g | — "= "OR | | gesamt | pro g 
ae a ee a a oe en -_ 
1.] 6/139! 306) 374 |122 | 6/145 )41,5| 37,2] 435 | 11,7 
2. | 22 | 165 |151,5/1209 | 8,0*) | 21 | 181 | 10,2|160,9|1. 627 | 7,8) 
| | | 2. 560 7,0*) 
3.} 11 | 159] 649) 586 | 90 | 10) 174/)14,8] 71,1] 635 8,9 
| 110**)| 1,7*9) | | 72% 1,0%) 
| 696 | 10,7 — | | 207 9,9 
4.] 9 | 164] 52,4) 752 |14,4 9 | 187} 12,2] 71,1} 842 | 11,8 
| 1042 +) | 19,9 +) | | 1245 +)| 17,5 ¢) 
1090+) /20,8+] | | 1277 +)| 18,0 +) 























*) Bei diesem Versuch wurden die Lebern ausnahmsweise iiber 
6 Wochen gesammelt und in einer verhiiltnismiBig kleinen Menge 80°/, igen 
Acetons aufbewabrt, so daB eine geringe Autolyse eintrat. . 


“*) Dieser Wert wurde durch Nachextraktion mit 500 cem 60°/,igen 
Acetons (10 Minuten in der Hitze) erhalten. 


+) Dieser Wert wurde mit der KMnO,-Methode"!) erhalten. 


Zusammenfassung 

1. In der Leber von Ratten mit Walker-Tumoren wurde 

mit 11,17 pro Gramm frischen Gewebes praktisch der gleiche Lacto- 
flavingehalt festgestellt wie in normaler Rattenleber, in der 12,4 
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im Gramm gefunden wurden; dem Unterschied von 10°/, kommt 
bei der groBen Fehlerbreite der Bestimmungsmethodik keine Be- 
deutung zu. 


2. Die Unterschiede in der d-Aminosiureoxydase- Wirksamkeit 
von Leberextrakten normaler und carcinomtragender Ratten sind 
nicht durch Verschiedenheiten im Lactoflavingehalt bedingt. 


3. Eine Berechnung ergibt, daB das Apoferment der d-Amino- 
siureoxydase in den Leberextrakten bei den normalen ebenso 
wie bei den ‘Tumorratten praktisch vollstindig (97°/,) an das 
Co-Ferment gebunden ist. 
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Der Kohlenhydratstoffwechsel in der Hypoxie. I 


Hyperglykamische Reaktion. 
Brenztraubensaure- und Phosphatstoffiwechsel 
Von 
Th. Leipert und E. Kellersmann 


Mit 2 Figuren im Text 





(Aus dem U-Kammerzug (mot.) 1 der Luftwaffe 
und dem Institut fiir Physiologische Chemie der Universitat Wien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1942) 





Praktische Gesichtspunkte der Hoéhenphysiologie haben die 
Probleme der Atmung und des Kreislaufs im Zustande der Hypoxie 
stirker in den Vordergrund treten lassen, als die physiologisch- 
chemischen Probleme eines geiinderten Stoffwechsels bei erschwerter 
Sauerstofiversorgung der Gewebe. Auch begleiten den Sauerstoff- 
mangel auffillige und leicht zu verfolgende Symptome an Kreislauf 
und Atmung, wie die Zunahme der Atemfrequenz und Atemtiefe, 
die Tachykardie, Anderungen des Blutdrucks, Cyanose usw., die 
eine wissenschaftliche Untersuchung erleichtern. Demgegeniiber 
scheint der Stoffwechsel bei weitem nicht so beeinfluBt zu werden, 
wie man es nach der mangelhaften Sattigung des Blutes mit Sauer- 
stoff erwartet hatte. Zweifellos sind die darauf gesetzten Erwartun- 
gen ibertricben gewesen; denn die Gewebsatmung kommt mit 
einem Minimum an Sauerstoff aus1). Auch unter Stickstoff nimmt 
sie nur unwesentlich ab’), wofern nur die katalysierenden Eisen- 
systeme der Zelle nicht geschiidigt werden. Daher sind die bei 
vielen Sauerstoffmangel-Versuchen beobachteten Abweichungen vom 
normalen Stoffwechsel gering. Sie lassen sich hiufig nur auf dem 
Umweg iiber EKinfliisse des vegetativen Nervensystems erkliren, 
wenn nicht gar irreversible Schiden bei iibertrieben langen Dauer- 
versuchen jeden Vergleich mit der Norm unméglich machen. 

Unter den Niahrstoffen nehmen die Kohlenhydrate insofern 
eine Sonderstellung ein, als ihr Abbau eng mit der energetischen 
Leistung des Organismus verkniipft ist und bereits unter physio- 
logischen Bedingungen unabhingig von dessen Oxydationslage 
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erfolgt. Die Reaktion C,H,,0, —» 2C,H,O,, Zucker —» Milch- 
siure, ist eine Spaltung und keine Oxydation. Sie liuft auch bei 
volligem Sauerstoffmangel iiber ein System phosphorylierter Zwischen- 
stufen energieliefernd ab. Der Aufbau der Kohlenhydratreserve 
Glykogen dagegen vollzieht sich nur unter Mitwirkung des Sauer- 
stofis. Wir sehen daher im Kohlenhydratumsatz einen standigen 
Wechsel aerober und anaerober Reaktionsphasen, wie wir dies bei 
keiner anderen Stoffwechselform wieder finden. Der Ubergang 
beider Phasen unter Sauerstoffmangel wurde oft untersucht. Die 
Erhéhung der Blutmilchsiure bei akuter und chronischer Hypoxie 
ist dabei ein regelmiBiger Befund. Es entspricht vollkommen der 
theoretischen Krwartung, daB die Hemmung der oxydativen Phase 
zu einer Stauung des Endproduktes der anaeroben Phase fiihren 
muB und es erscheint auch der umgekehrte Schlu8 berechtigt, 
ein erhéhter Milchsiuregehalt des Blutes bedeute Sauerstofimangel. 
Aber schon die notwendige weitere Folgerung, die Stauung der 
Milchsaéure und die Hemmung der Resynthese fihre zu einer Ver- 
minderung des Glykogenbestandes, ist umstritten. Kine Abnahme 
des Organ-Glykogens in der Hypoxie wird sowohl behauptet, wie 
bezweifelt. Die beobachteten Schwankungen des Blutzuckers sind 
schwer zu deuten. Belastungskurven zeigen kein typisches Ver- 
halten, das auf eine Erschwerung der Glykogenbildung schlieBen 
lieBe, ja die Kohlenhydrattoleranz scheint bei vermindertem Sauer- 
stoffdruck sogar gegeniiber der Norm erhéht zu sein. Vieles spricht’*) 
gegen eine derart strenge Abgrenzung von Oxybiose und Anoxy- 
biose, wie sie die klassische Muskelchemie lehrt. Der oxydative 
Zuckerabbau vermag vielmehr bereits an verschiedenen Zwischen- 
stufen der anaeroben Phase anzugreifen, so daB in vielen Organen 
unter physiologischen Verhiltnissen, d.h. unter ausreichender Ver- 
sorgung des Gewebes mit Sauerstoff, die Milchsiurebildung nur 
im geringen Ausmafe stattfindet oder tiberhaupt unterbleibt. Dies 
trifft z. B. fiir die Erythrozyten zu‘), deren Zuckerabbau am ehe- 
sten mit dem des Muskels verglichen werden kann. Selbst fir 
den Skelettmuskel werden gewichtige Kinwiinde geltend gemacht, 
die der Milchsiiure eher die Rolle eines schlecht verwertbaren 
Endproduktes zuteilen, als die eines wertvollen Zwischenproduktes 
zum Aufbau neuen Kohlenbydrates [Kramer®)]. Im sinnvollen 
Ineinandergreifen von Phosphorylierung, Spaltung und Oxydation 
diirfte daher nach Jost*) der Hauptweg des Kohlenhydratabbaues 
normal atmender Zellen zu suchen sein und nicht in der wechselnden 
Aufeinanderfolge streng anaerober und aerober Reaktionen. So 
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macht der Organismus unter den normalen Bedingungen des Kohlen- 
hydratumsatzes bei ausreichender Sauerstoffaufnahme nicht in vollem 
Umfange von den méglichen anaeroben Spaltungsreaktionen Ge- 
brauch, denen jedoch im Sauerstoffmangel eine wesentlich griBere 
Bedeutung zukommen muB, 

Wir bemiihten uns daher, Unterschiede im Ablauf der 
anaeroben Teilreaktionen unter normalen Verhiltnissen 
und im Sauerstotfmangel durch vergleichende Unter- 
suchung des Brenztraubensiurestoffwechels und des 
Phosphatumsatzes nach Kohlenhydratbelastung zu finden. 
Die Brenztraubensaure ist ein zentrales Zwischenprodukt des an- 
aeroben Kohlenhydratabbaus. An ihr, der unmittelbaren Vorstufe 
der Milchsiiure, vermag bereits die Oxydation anzugreifen. Sie 
schlagt die Briicke vom Kohlenhydrat- zum Eiwei8stoffwechsel und 
iiber sie fiihrt zweifellos auch der Weg zum Fettstoffwechsel. 
Stérungen im Brenztraubensiure-Umsatz muBten die anderen Grund- 
formen unseres Stoffwechsels beeintrichtigen. Die Bedeutung der 
Phosphorylierung fiir die Resorption und Assimilation des Zuckers 
sowie fiir seine Synthese zu Glykogen ist bekannt. Anderungen im 
Phosphathaushalt muBten uns am ehesten iiber eine gesteigerte 
Beteiligung phosphorylierender Prozesse beim Kohlenhydratumsatz 
im Sauerstoffmangel AufschluB geben. Ergiinzend bestimmten wir 
schlieBlich am Anfang und am Ende jeder Versuchsreihe die Milch- 
siure und das Kohlensdiurebindungsvermégen des Blutes. 


Methodik 


Sechs junge Minner, im Alter von 20—30 Jahren, die im einstiindigen 
Vorversuch in der Unterdruckkammer auf ihre Héhentauglichkeit gepriift 
waren, erhielten im Normalversuch 50g Glucose in 250cemTee. Die 
Blutentnahmen erfolgten wie iblich vor der Belastung, im Viertelstunden- 
Intervall wiihrend der ersten Stunde, halbstiindlich wihrend der zweiten Stunde 
und am Ende der dritten Stunde. In jeder Probe bestimmten wir den Blut- 
zucker nach Hagedorn-Jensen, den anorganischen und gesamt- 
siureléslichen Phosphor nach Fiske-Subbarow ®) und die Brenz- 
traubensiure nach Lu’, in der ersten und letzten Probe auBerdem die 
Milchsiure im Apparat von Lieb und Zacherl*) und schlieBlich das 
Kohlensiurebindungsvermégen nach der manometrischen Methode yon 
van Slyke und Neill*). Gleichzeitig mit jeder Blutentnahme wurden die 
entsprechenden Harnportionen gesammelt und ihr Phosphatgehalt bestimmt. 
Die colorimetrischen Messungen erfolgten im lichtelektrischen Colorimeter 
von Lange, ihre Auswertung nach Eichkurven, die unter gleichen Versuchs- 
bedingungen hergestellt waren. 

Die gleiche Versuchsanordnung galt fiir den Sauerstoffmangel- 
versuch in der Unterdruckkammer. Im direkten Aufstieg wurde die Ver- 
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suchsperson wenig uber die fiir sie im Vorversuch ermittelte Stérungs- 
schwelle gebracht. Sie lag bei unseren Versuchen zwischen 5500—6200 m, 
wurde also innerhalb von 10—12 Minuten erreicht. Nun folgten Belastung 
und Blutentnahme wie friiher. Eine aus einer Rekordspritze und einem 
T-Stiick mit Dreiweghahn konstruierte einfache Saugvorrichtung erméglichte 
uns auch bei aufgesetzter Maske die Abmessung der Blutproben zur 
sofortigen EnteiweiSung unmittelbar nach jeder Blutentnahme. 


Alle Versuchspersonen zeigten die typischen Zeichen der Héhenwirkung: 
Cyanose, Pulsbeschleunigung, Fehler und Selbstkorrekturen im Lottig schen 
Schreibtest, Miidigkeit, die besonders in der dritten Stunde recht quilend wurde. 
Die Miktion war erschwert und wurde durchwegs als sehr anstrengend 
empfunden. Die tiblichen Methoden der Reflexbahnung versagten und selbst 
die Verabreichung der doppelten Teemenge hatte kaum eine diuretische 
Wirkung. Psychische Hemmungen glauben wir nach dem Verhalten beim 
Normalversuch ausschlieBen zu kénnen. Es ist aus Tierversuchen bekannt "), 
da8 extremer Sauerstoffmangel zu einer Verminderung der Diurese fiihrt und 
schlieBlich Anurie bewirkt, die durch Luftatmung wieder aufgehoben wird. 
Zwei unserer Versuchspersonen klagten iiber Kopfschmerzen, die erst nach 
Beendigung des Unterdruckversuches auftraten und den Nachmittag iiber 
anhielten. Man fiihrt solehe Kopfschmerzen nach Dauerversuchen auf 
ddematése Veriinderungen im Gehirn zuriick, deren Ursache in einer durch den 
Sauerstofimangel gesteigerten Permeabilitaét der Hirngefif®e zu suchen ist!) 1). 


Ergebnisse 
Der Blutzucker und die hyperglykamische Reaktion 


Uber das Verhalten des Blutzuckers bei Sauerstoff- 
mangel durch Unterdruck und nach dem Mischgasverfahren ist 
von Schmidt!*) zusammenfassend berichtet worden. Seine Ver- ° 
suche lassen typische Veriinderungen des Blutzuckerspiegels ver- 
missen. Andere Untersucher fanden teils ein leichtes Absinken “), 
teils einen geringfiigigen Anstieg des Blutzuckers!*'®*), Wir 
selbst sahen in einem einzigen orientierenden 3-Stunden-Versuch 
(5500 m) diesen leichten Anstieg: 

Mimuten . ..« ++: 0 30 60 90 120 180 

Blutzucker mg-°/,. . . . 119 122 115 117 124 1384 
Alles spricht dafiir, da® die Schwankungen des Blutzuckers im 
Stadium der unvollkommenen Kompensation kaum iiber die 
Schwankungen der Blutzuckertageskurve hinausgehen und eher 
auf die vegetative Reaktionslage der Versuchspersonen, als auf 
die Hypoxie bezogen werden miissen. Die jiingsten Versuche von 
Moeschlin und Wildermuth!) bestiitigen diese Tatsache. Der 
Kintritt der Erstickungshypoxie dagegen fiihrt ohne Zweifel zu 
einem ganz auBerordentlichen Anstieg des Blutzuckers’**), ist 
doch der Erstickungsshock von der gleichen plotzlichen Sohitudiecune 
des Leberglykogens gefolgt, wie der anaphylaktische Shock”. 
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Auch die Belastungshyperglykimie nimmt nach Mona- 
sterio”!) bei Tieren, die bei 340 mm gehalten werden, keinen 
abweichenden Verlauf. Allerdings ist bei Tierversuchen im kleinen 
Unterdruckkasten die konsequente Kinhaltung des Sauerstoff- 
mangels unméglich, da die Tiere zur Blutentnahme, wenn auch 
nur fiir kurze Zeit, normalem Sauerstoffdruck ausgesetzt werden 
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Fig. 1. Blutzuckerkurven nach Glucosebelastung 


unter normalen Verhiltnissen ( ) und in der Hypoxie (- —— —- 


miissen. Die Bedingungen sind um so weniger erfiillt, je haufiger 
die Blutentnahme erfolgt. Begniigt man sich jedoch nur mit dem 
Anfangswert, dem vermutlichen Héhepunkt und dem Endwert des 
Blutzuckers, dann entzieht sich gerade der wesentliche Verlauf 
der Blutzuckerkurve jeder genaueren Beurteilung. Und doch 
konnte nur der Belastungsversuch Unterschiede in der Zucker- 
assimilation bei normaler und mangelhafter Sauerstoffversorgung 
aufdecken. Sie sind aus vorstehenden Kurven ersichtlich. 
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Simtliche Versuchspersonen gehiéren zum Assimilationstyp 
nach Barrenscheen”’) mit steilem Kurvenanstieg, friihem Héhe- 
punkt und gut ausgeprigter hypoglykiimischer Phase. Der Sauer- 
stofimangel bleibt nur bei Versuch IV wirkungslos. Alle iibrigen 
Falle zeigen deutliche Abweichungen, die bei Versuchsperson II 
zu vollig atypischem Kurvenverlauf fiihren. Die positive Amplitude 
ist im Sauerstoffmangel kaum verindert. Die Totalsteigerung, 
das ist die Differenz zwischen Niichternwert und héchstem Anstieg 
bleibt in engen Grenzen, ebenso wie die Grammsteigerung, der 
Quotient aus Totalsteigerung und Glucosedosis (Tab. 1). 


Tabelle 1 


Totalsteigerung und Grammsteigerung des Blutzuckers 
nach Belastung mit 50 g Glucose 











Versuch Totalsteigerung | Grammsteigerung 
I Normal 53 1,0 
~ QO,-Mangel | 40 0,8 
Il Normal 48 1,0 
O,-Mangel 19 0,4 
III Normal | 39 0,8 
| O,-Mangel | 40 0,8 
IV Normal 35 0,8 
O,-Mangel 38 0,8 
V Normal 42 0,8 
O,-Mangel 39 0,8 
VI Normal } 42 0,8 
O,-Mangel 46 0,9 








Der Einflu8 wechselnder Kost auf die Hohe der Hyper- 
glykiimie®* 24) scheint daher durch die Gemeinschaftsverpilegung 
der Versuchspersonen weitgehend herabgemindert; denn die 
Resorption des Zuckers erfolgt in den einzelnen Fillen trotz 
zeitlich verschiedener Belastung vollig gleichartig und schafit 
dadurch fiir den Vergleich der Assimilation erst die sichere 
Grundlage. 

Auffillig sind die Veranderungen derhypoglykimischen 
Phase. Diese ist verkiirzt (I), oder sie fehlt ganz (I[I] und V), so 
daB der Kurventyp wechselt und mehrgipflige Kurven resultieren, 
oder der Kurvenabfall verzégert auftritt wie bei den Versuchs- 
personen II und VI, die auch die stiarksten Zeichen der Hihen- 
krankheit boten. Sehen wir im Absinken des Blutzuckers eine 
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Uberkompensation des vorausgehenden Anstieges durch das Insulin, 
dann ist diese Wirkung in der Hypoxie zweifellos abgeschwicht 
und die Assimilation des Zuckers erschwert, in guter Uberein- 
stimmung mit der gesteigerten Wirkung des antagonistischen 
Adrenalins auf den Blutzucker im Unterdruck?!) und im Héhen- 
klima?5), Die gleiche Abschwichung der Kohlenhydratassimilation 
fanden Jahn und spiiter Kisch bei dekompensierten Herz- 
kranken *°), Der chronische Sauerstoffmangel des Blutes und der 
Gewebe verhindert auch hier die Ausbildung der hypoglykiimi- 
schen Phase. 
Milchsaure und Alkalireserve 


Die folgende Tab. 2 bringt eine Ubersicht tiber den Milch- 
siuregehalt und die Alkalireserve des Blutes zu Beginn und 
3 Stunden nach einer Glucosebelastung unter normalem Sauer- 
stofidruck und bei Sauerstoffmangel. Sie bestiatigt im wesentlichen 
die auch von anderen Autoren erhobenen Befunde2"). 


Tabelle 2 
































Normal Sauerstofimangel 

Pe i ee ee on? a 
Nr. Milchsiure mg-°/, | Alkalireserve | Milchsiure mg- lo Alkalireserve 
Wee Bees pre Cer ea pe gas me 

0’ | 180’ 0’ | 180’ oC | iw | & |; ee 

1 | 140 | 140 | 548 | 55,5 | 182 | 18,0 | 47,4 | 47,4 

IT 14,1 14,7 | 54,1 | 55,8 2a,0 | 22,0 | 52,6 | 51,1 
iT 12,1 11,3 | 49,6 | 51,6 | 34,9 | 22,2 | 50,1 | 49,6 
IV 18,0 11,8 03,2 | 04,4 11,6 | 28,0 | 48,7 | 41,8 
Vv 15,1 13,8 | 63,0 | 63,7 23,5 | 25,4 | 58,8 | 57,0 
VI 14,0 10,2 | 61,8 | 59,8 20.0 | 35,3 | 61,5 | 56,0 
Mittel 14,5 12,6 | 56,1 | 56,8 21,7 | 25,2 | 53,2 | 50,5 


Die Milchsiurewerte des Normalversuches legen innerhalb 
der bekannten Schwankungsbreite, auch wenn sie zu Versuchs- 
beginn durch vorangegangene korperliche Tatigkeit stellenweise 
noch beeintrichtigt erscheinen. Im Sauerstoffmangel ist der 
Milchsiuregehalt des Blutes stets erhéht und steigt im Mittel 
auf das Doppelte des Ruhewertes. Diese EKrhéhung beginnt offen- 
bar sofort mit der Verminderung der Sauerstoffspannung, denn sie 
findet sich bereits zur Zeit der ersten Blutentnahme, das ist etwa 
15 Minuten nach Aufstiegsbeginn und sie nimmt in einigen Fallen 
bis zum Versuchsende noch weiter zu*’) So sehen wir neben 
geringfiigigen Steigerungen auch einen Milchsiiurewert bis zum 
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31/,fachen des Ruhewertes. Ein hnliches Verhalten zeigt die 
Blutmilchsiure im Hochgebirge. Teils liegt sie betrichtlich iiber 
dem Normalwert”), teils fehlt eine besondere Anhiufung im Blute 
bei Korperruhe®’), 

Die Alkalireserve erweist sich bereits im Normalversuch 
als keine konstante GréBe, da ihr Wert 3 Stunden nach Glucose- 
zufuhr in der Mehrzahl der Fille leicht erhéht ist. Eine be- 
friedigende Erklarung dieses Anstieges ist nicht leicht zu geben. 
Moglicherweise steht er mit dem Freiwerden anorganischen Phos- 
phats zu diesem Zeitpunkt in einem ursiichlichen Zusammenhang, 
beobachteten doch Meyerhof u. Surany®!), daB im Muskel- und 
Hefeextrakt die enzymatische Veresterung von Phosphat mit einer 
Siuerung, die Abspaltung mit einer Alkalisierung einhergeht. 
Unter Sauerstoffmangel ist die Alkalireserve gegeniber 
dem Normalwert mehr oder weniger vermindert und sie 
sinkt wihrend des Belastungsversuches noch weiter ab. Kin ge- 
setzmiBiger Zusammenhang zwischen der Hohe des Milchsiure- 
spiegels und der Abnahme der Alkalireserve laBt sich nicht fest- 
stellen, ganz im Kinklang mit der heute geltenden Ansicht: Die 
Verminderung des Alkalis ist nicht so sehr durch die Neutrali- 
sation durch Milchsiiure bedingt, sondern vielmehr durch die 
Sensibilisierung des Atemzentrums in der Hypoxie und die darauf 
einsetzende Hyperventilation. Die Intensivierung der Atmung 
fihrt zu CO,-Verlusten, stért so das Gleichgewicht Kohlensiure: 
Bikarbonat und zieht eime sekundire Alkalose nach sich, die 


durch Abwanderung des Alkalis ins Gewebe wieder ausgeglichen 
werden muf!%), 


Die Brenztraubensaure 


Die Brenztraubensiure (BTS) ist im anaeroben Kohlenhydratabbau der 
Vorliufer der Milchsiiure, in die sie reversibel tibergeht: 


Brenztraubensiiure + Dihydrocozymase = Milchsiure + Cozymase. 


Trotzdem besteht keine Abhiingigkeit in dem Sinne, da eine Anderung im 
Brenztraubensiiuregehalt notwendigerweise von einer gleichsinnigen Ande- 
rung der Milchsiiurekonzentration gefolgt sein miisse. So steigt z. B. im 
B,-Mangel die BTS des Blutes betriichtlich an, wihrend die Zunahme der 
Milchsiiure wesentlich geringer ist. Andererseits steht den hohen Milch- 
siiurewerten im Blute Kreislaufkranker ein normaler BTS-Gehalt gegen- 
iiber®’). In verschiedenen Organen verschwindet zugesetzte BTS, ohne dab 
die iiquivalente Menge Milchsiiure auftritt®’), Es scheint so nach unseren 
heutigen Anschauungen die BTS weit mehr im Mittelpunkt des Kohlenhydrat- 
abhaues zu stehen als die Milchsiiure, tibertrifft sie doch alle anderen 
Zwischenprodukte durch ihre zahlreichen Umsetzungsméglichkeiten. 
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Nach Krebs*) wird BTS anaerob auch durch Dismutation abgebaut: 
CH,-C(OH),-COOH + CH,-CO-COOH = CH,-COOH + CO, 
+ CH,-CHOH:- COOH. 

Sie kann durch Aminierung in Alanin iibergehen und so zum Eiweifbaustein 
werden, sie kann aber auch oxydativ in Kohlenhydrat riickverwandelt werden. 
Dabei wird sie vorzeitig abgefangen und so der Reduktion zu Milchsiure 
entzogen®). Von besonderem Interesse fiir unsere Fragestellung ist es, dab 
bereits an der BTS die Oxydation anzugreifen vermag. Die Dehydrierung 
erfolet vermutlich iiber ein Hydrat’®): 


CH,-C(OH),- COOH — 2H = CH,-COOH + CQ,. 
Dabei spielt die Fumarsiiure als Acceptor des freigemachten Wasserstofis 
eine Rolle und verkniipft so die Dehydrierung der BTS mit der Gewebs- 


atmung iiber das C,-System nach Szent Gydrgy*’). 
Inwieweit die Cocarboxylase an diesen Umsetzungen beteiligt ist**) 


bedarf noch weiterer Klirung. 

Wir beobachteten bei der Untersuchung des BT'S-Gehaltes 
des Blutes nach Glucosebelastung eine bemerkenswerte Krhéhung 
der BTS in der Hypoxie, die auf eine Hemmung der De- 
hydrierung schlieBen laBt, wie die folgenden Kurven zeigen. 

Nach anfainglichen Schwankungen zeichnet sich innerhalb der 
2. Stunde sehr deutlich ein gegensiitzlicher Kurvenverlauf ab. 
Einem Sinken der Kurven beim Normalversuch steht im Sauer- 
stoffmangel ein Anstieg der Brenztraubensiiure gegeniiber, der in 
der Mehrzahl der Fille 60—90°/, titber dem Ausgangswert liegt. 
Wohl ist der BTS-Spiegel im allgemeinen labiler und reagiert 
auf iuBere Einfliisse auch fliichtiger als der Milchsiiurespiegel**). 
Trotzdem besteht kein Anlab, die beobachtete Steigerung primar 
mit dem Sauerstoffmangel zu begriinden. Der BTS-Gehalt des 
Blutes ist zur Zeit der ersten Blutentnahme, also nach viertel- 
stiindigem Verweilen im Unterdruck durchaus im normalen Be- 
reich (0,6—1 mg-°/,) und eher niedriger als im Normalversuch, 
ganz im Gegensatz zur Milchsiure. Auch zeigen die 3-Stunden- 
werte beider Kurven vielfach die Tendenz sich wieder der Norm 
zu nahern und den positiven, bzw. negativen Ausschlag aus- 
zugleichen, der daher in erster Linie auf die Belastung mit 
Kohlenhydrat zu beziehen ist. Nun liegt im Absinken der Blut- 
zuckerkurve auf hypoglykimische Werte und im Absinken der BTS 
wibrend des Normalversuches eine auffillige zeitliche Parallele, 
die einen Zusammenhang zwischen BT'S-Oxydation und Insulin- 
wirkung vermuten laBt. Wir wissen**) daB kleine Insulinmengen 
die Veratmung von BT'S im Gehirnbrei in Shnlicher Weise an- 
regen, wie die Cocarboxylase. Sie fordern die Gewebsoxydation. 





Der Kohlenhydratstoffwechsel in der Hypoxic. I 293 


v. Kuler und seine Mitarbeiter*!32) sahen kurze Zeit nach In- 
jektion von Insulin, ebenso wie nach Aneurin ein Absinken des 
BTS-Wertes im Blute und fiihren dies auf die gesteigerte Ge- 
websoxydation zuriick. Adrenalin ist auch hier ein Antagonist 
und bewirkt eine Erhéhung der, BTS. So scheint uns die Ab- 
schwichung der Insulinwirkung im Sauerstoffmangel, wie wir sie 
am Verlauf der Blutzuckerkurven sahen, auch fir die Hemmung 
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Fig. 2. Der Brenztraubensiuregehalt des Blutes nach Glucosebelastung 





unter normalen Verhialtnissen ( ——) und in der Hypoxie (— —— -) 


der BTS-Oxydation mit verantwortlich zu sein. Gerade das 
gegensitzliche Verhalten der BI'S unter normalen Verhiltnissen 
und in der Hypoxie, bei verstirkter Beanspruchung der Regula- 
tionsmechanismen des Kohlenhydratstofiwechsels, ist ein feiner 
Indikator des Sauerstoffmangels, obgleich die BT'S-Vermehrung 
quantitativ betrachtet, keine ausschlaggebende Rolle spielen kann. 
Der giinstige KinfluB von Traubenzucker auf die Stérungen des 
EKiweiBstoffwechsels im Sauerstoffmangel |Dextroseeffekt nach 
EKlias4%)], 1aBt sich durch diese BT'S-Vermehrung zweifellos nicht 
erklaren. 











994 Th. Leipert und E, Kellersmann, 


Der Phosphatstofiwechsel 


Jeder Umsatz von Kohlenhydrat ist mit Anderungen im Phos- 
phatgehalt der Korperfliissigkeiten und Organe verbunden. So 
bewirkt Kohlenhydratzufuhr neben dem Blutzuckeranstieg auch 
einen Abfall des anorganischen Phosphats im Blute und eine 
Verminderung der Phosphatausscheidung im Harn. Erst in der 
hypoglykiimischen Phase kommt es zum Wiederanstieg auf nor- 
male Werte, ja im Harn sogar zu einer kompensatorischen Mehr- 
ausscheidung, so daB die Gesamtausscheidung nicht geindert wird. 
Injektionen von Insulin haben das gleiche Ergebnis und auch das 
Adrenalin vermag das anorganische Phosphat des Blutes zu 
senken. Es ist erwiesen, daB diese Verminderung des anorganischen 
Phosphats mit einer Synthese organischer Phosphorsiiureester ein- 
hergeht, die als Zwischenprodukte des Kohlenhydratstotiwechsels 
bekannt sind. Der Phosphatstofiwechsel ist so ein getreues Abbild 
des Kohlenhydratumsatzes. Seine Anderungen in der Hypoxie muBten 
sinngemiB Riickschliisse auf den Kohlenhydratumsatz zulassen. 

Uber den Phosphatstoffwechsel des Menschen im Sauerstofi- 
mangel ist wenig bekannt. Jn der Regel begniigt man sich mit 
Phosphatbestimmungen im Harn. So soll im Hochgebirge der 
Phosphatgehalt des Harns erhéht sein; er liegt jedoch noch inner- 
halb der auch im Tiefland beobachteten Grenzen*’). Auch wir 
untersuchten zunichst nur die Phosphatausscheidung unserer Ver- 
suchspersonen wihrend der Glucosebelastung (Tab. 3). 

Obwohl zahlreiche Analysen infolge der Harnverhaltung unserer 
Versuchspersonen ausfielen, ergibt sich eindeutig folgendes Bild: 

Glucosebelastung fiihrt im Normalversuch zu einer Vermin- 
derung der Phosphatausscheidung, die den Zuckerabfall iiber- 
dauert. Erst mit der Normalisierung des Blutzuckers werden 
auch Phosphate wieder vermehrt ausgeschieden. 3 Stunden nach 
Zuckerzufuhr ist in allen Fallen eine, zum Teil betrichtliche Zu- 
nahme der Harnphosphate zu verzeichnen. Ganz im Gegensatz 
zu diesem normalen Verhalten ist die Zuckerbelastung in 
der Hypoxie von einem Sturz der Harnphosphate auf 
auBerordentlich niedrige Werte, ja bis zu ihrem vélligen 
Verschwinden (V) gefolgt. Uberraschenderweise bleibt auch 
ihr Wiederanstieg nach der Hypoxie aus und Versuchsperson II 
zeigte noch */, Stunden nach der Riickkehr zum normalen Druck 
die gleichen niederen Werte, wie wir sie im Sauerstoffmangel 
sahen. In allen iibrigen Fallen war eine Untersuchung iiber 
3 Stunden hinaus aus fiuBberen Griinden nicht mehr méglich. 
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Tabelle 3 


225 


Phosphatgehalt des Harns nach Glucosebelastung unter normalen 


Verhiltnissen und in der Hypoxie 

















Minuten 0 15 | 30 | 45 60 90 120 | 180 
an mg P | 24,4] 6,9] 681 48] 3,5] 3,5] 3,2] 140 

‘ Normal | coon Harn 83/48 119 ]14 | 17 | 97 | 87 | 90 
” mg P 112] 2,8) — 2,4) 03} O37 O17 0,2 

Oo-Mangel = Harn | 83 | 32 — 27 76 4172) «| 67 73 
mg P | 38,2] 17,0] 14,5]13,8] 9,6] 8,4] 11,4] 39.2 

i — = Harn | 37 |22 |16 [25 | 31 | 82 122 [200 
: mg P | 14,9} 4,5] 0,3] 1,3] 0,1] 0,7] 03] 0,7 
O,-Mangel — Harn | 23 | 21 2,5} 13 1,57 11,5) 5,5] 15,5 
Normal mg P | 19,0] 9,6] 7,4] 88] 31] 3,9] 5,9] 23.2 

nit cem Harn | 54 [50 1429 39 42 70 $102) 1165 
mg P 3438) — {|]— }—F— |— | — @,2 

O,-Mangel ‘con Harn }142 | — |-—- |— |— |— |— 184 
Normal me FY £9495 G3) —. i —~ | — 6,1] — 7,2 

IV eem Harn {108 [41 — — | — 45 — 50 
O,-Mange { ™S.P | 212/135] ]—}— |— |— | o8 

ange" |cem Harn | 27 |60 | — | — | - _ — § 15 
N l mg P= [1548] 6,5] 6,6] 5,3] 3,7] 2,2] 4,2] 19,4 

y —_— eem Harn ]215 J12 | 9 123 | 45 | 45 | 30 | 45 

. mg P | 15,2] 4,8] 1,2] 19] O21] Oo 0 0 
ange’ ycem Harn | 22 119 | 7 “ 75 | 38 | 13,5] 15,5 
N 1 me P | 26,5]/14,9/11,6] 7,3] 3,2] 23] 17] 88 

VI ain eem Harn | 25 119 116 |46 168 [186 | 53 |112 
: F mg r — - —_ ee wins om _ 15,2 

OpMangel | ot ties | |. 1} i= Ja Fhe 





























Die mit der Belastung verbundene Flissigkeitsaufnahme 
senkt niemals die Harnphosphate auf derart tiefe Werte, 
wie ein Leerversuch ergab, bei dem an zwei verschiedene Ver- 
suchspersonen nur 500 ccm ungesiiBten Tees verabreicht wurden 














(Tab. 4). 
Tabelle 4 
Harnmenge und Harnphosphate nach Flissigkeitszufuhr 

Minuten 0 30 60 90 120 180 
: . mg P| 32,5 | 11,6 | 11,8 | 13,8 | 17,7 | 30,1 
Normal ecem Harn 50 28,5 28 25 25,5 34,5 
mg P 40,5 13,8 ah 5,8 —- 8,4 

Os-Mangel eem Harn | 150 (2 132 O3 — 20 
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Wir dachten zuerst an eine Nierenschidigung im Hinblick 
auf die bekannte Empfindlichkeit der Niere gegeniiber Sauerstoff- 
mangel. Eine Hemmung der Phosphatase oder eine gedinderte 
Permeabilitit der Niere hitten ein vermehrtes Auftreten 
organisch gebundenen Phosphors im Harn auf Kosten des 
anorganischen Phosphors verstiindlich gemacht. Das trifft nicht 
zu, wie wir bei Versuchsperson I sahen (Tab. 5). 


Tabelle 5 


Phosphatverteilung im Harn nach Glucosebelastung im Sauerstoffmangel 






































Minuten 0 157 30 | 45 | 60 90 | 120 | 180 

| Ges. P mg 12,5 13,1 | — | 3,3 | 0,5 0,4 0,2 0,3 

O,-Mangel { anorg. Pmg | 11,2 |] 2,8} — | 2,4 | 03 | 0,3 | 0,1 | 0,2 
\ org. P mg 13103) — | 0,9 70,2 | 0,1 O,1 | 0,1 


Die Ausscheidung des organisch gebundenen Phosphors be- 
weet sich innerhalb der bekannten Grenzen*’), 

Auch eine Untersuchung der Phosphataseaktivitit des 
Plasmas brachte keine Aufklirung. Wir bestimmten sie nach 
Bodansky*) und definieren mit ihm als 1 Phosphatase-KHin- 
heit die Milligramm Phosphor, die von 100 ccm Plasma bei 37° 
aus einer Liésung von Natriumglycerophosphat im Veronalnatrium- 
puffer bei p,, 8,6 in einer Stunde freigemacht werden. Es ist 
bekannt, daB Asphyxie die Plasmaphosphatase nicht beeinfluBt*°). 
Wir waren uns auch bewubt, daB allfallige Schwankungen im 
Phosphatasegehalt nicht auf die Nierenphosphatase allein bezogen 
werden konnten, ist doch die Plasmaphosphatase ein Gemisch 
verschiedener Organphosphatasen. Bodansky hatte jedoch iiber 
eine Steigerung der Phosphatase im Blute von Hunden berichtet*®), 
die nach mehrtagigem Hunger mit Zucker belastet worden waren 
und dieser Befund veranlaBte uns zur Messung der Plasmaphos- 
phatase bei 2 Versuchspersonen ('l'ab. 6). 


Tabelle 6 


Plasmaphosphatase in Phosphatase-Einheiten nach Zuckerbelastung 

















Minuten 0 30 60 90 120 180 

y | Normal 1,8 1,2 1,0 1,6 1,8 1,2 
Q,-Mangel 1,4 LS 0,7 0,3 es 1,5 

VI Normal 2,2 1,8 2.0 2,1 | 2,0 1,5 
O.-Mangel 10 | 0,6 0,7 15 | 1,7 1,7 
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Die Phosphatasewerte liegen fast durchwegs zu nahe dem 
normalen Bereich von 1-4, als da8f ihre Schwankungen als 
Phosphatasehemmung gedeutet werden kénnten. 

So bleibt nur eine Erklirung: Der Umsatz von Kohlen- 
hydrat nimmt in der Hypoxie die Phosphatreserve weit 
mehr in Anspruch als bei normaler Sauerstoffversorgung. 
Die Untersuchung des Blutphosphors bestitigte diese Annahme 
(Tab. 7). 

Tabelle 7 
Blutphosphor (mg-°/,) wiihrend Glucosebelastung unter normalen Verhiiltnissen 
und im Sauerstoffmangel 








Minuten 0 15 | 30 | 45 | 60 | 90 | 120] 180 








2,54] 2,717 3,01 
organ. P {21,52/20,18]19,58)19,03 21,70) 18,51]17,69}19,19 
ges. sdurel. P )24,10)23,00/22, 10/21 ,55}24,20/21,05}]20,40)22,20 


anorgan. P | 2,58] 2,82} 2,52] 2,52] 2,50 
anorgan. P | 2,481 1,84} 1,73] 1,391 1,42] 1,341 1,12] 1,06 


Normal 


ut 


O,-Mangel organ. P 122,82]17,86}21,32|22,51[21,98 22,98/23,08]22,66 


ges. siurel. P [25,30119,70]23,05]/23,90]23,40)24,32/24,20]23,72 


| anorgan. P j| 2,97} 3,00] 2,90} 2,88] 2,90] 2,95) 2,95) 3,01 
Normal ; organ. P {17,29}23,01)/20,85}22,47/23,21)22, 12/23, 16]18,76 
| ces. siiurel. P |20,26]26,01]23,75]25,35126,11]25,07|26,11121,77 

sll anorgan. P | 3,18] 2,35] 1,721 1,38] 1,39] 1,30] — | 1,25 
Oe Mange! | organ. P |23,49/24,32/24,26)25,78]24,67/24,76] — 27,12 
ces. siurel.P |26,67|26,67|25,9827,16]26,06|26,06| — |28,37 


DD to 


{ morgan. P | 3,18} 3,22] 3,02] 290] 2.88} 2,96) 3,00) 3,16 
Normal organ. P {16,52115,67]14,72116,13]17,69]17,80]15,92]23,24 
| ces. siiurel.P |19,70]18,89]17,74119,03120,57120,76]18,92|26,40 
( anorgan. P | 3,46} 2,90] 2,31] 1,94] 1,76] 1,69) 1,43] 1,34 
O,-Mangel organ. P {20,89}20,10}17,59)21,06/20,75)/22,04]19,60/22,86 
l ces. surel.P }24'35]23/00]19,90123,00]22,51]23,73121,03]24,20 


anorgan, P | 4,02} 3,84] 3,38} 3,39] 3,25] 3,21) 3,25] 3,28 

Normal organ. P 121,20}19,31118,15117,38}19,04!18,29)18,25120,31 
ges. siiurel.P |25,22/23,15}21,53/20,77]22,29]21 ,50)21,50/23,59 

| anorgan. P | 3,06} 2,66] 2,29) 2,21] 1,89) 1,67) 1,42 1,11 

O,-Mangel organ. P |20,09]19,85]15,85]13,58]14,44]17,77/18,93]18,66 
| ces, siiurel. P }23,15}22,51118,14]15,79]16,33]19,44)20,35)19,77 


VI 





























Die Glucosezufuhr ist im Normalversuch von einer Senkung 
des anorganischen Phosphors begleitet, der hiufig ein geringer 
initialer Anstieg vorausgeht. Die Verminderung schwankt bet 
unseren Versuchsbedingungen zwischen 3—20°/, des Ausgangs- 
wertes. Sie iiberdauert den Anstieg des Blutzuckers und bildet 
sich in 60—120 Minuten wieder zuriick. Im Sauerstoffmangel 


| k 
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dagegen zieht eine Glucosebelastung einen jaihen Sturz 
des anorganischen Blutphosphors nach sich auf nahezu 
ein Drittel des normalen Wertes. Der Wiederanstieg bleibt 
wihrend der Versuchsdauer vollkommen aus. Wir beobachten 
diesen tiefen Phosphatabfall auch dann, wenn die Blutzuckerkurve 
in der Hypoxie sich in keiner Weise von der Normalkurve unter- 
scheidet wie im Versuch IV. 

Bemerkenswert ist, daB auch Sauerstofimangel allein in einem 
Leerversuch nach Zufuhr von 500 ccm ungesiiBten Tees zu einer 
geringen Senkung des anorganischen Phosphats fiihrt (Tab. 8). 
Konzentrationsanderungen durch die Fliissigkeitsaufnahme im 
Sinne einer Hydramie spielen unter diesen Umstinden keine 
Rolle, wie wiederholt gezeigt wurde 4’). 


Tabelle 8 


Blutphosphor (mg-°/,) nach Fliissigkeitsaufnahme im Sauerstoffmangel 











Minuten Q 30 60 90) 120 180 








anorgan. P 
O,-Mangel organ. P | 2 
ges. siurel. P | 2 


2,72 | 2,56 





2,45 2,53 
22,78 | 22,74 | 23,79 | 23,55 | 22,32 
00 


5} 2,82 
6 
0 | 25,60 | 25,46 | 26,35 | 26, 24,85 




















Man hat das Verschwinden des anorganischen Phosphats seit 
jeher mit den Phosphorylierungsvorgingen im Blute wahrend der 
Zuckerassimilation in Zusammenhang gebracht, ohne genaueres 
iiber die organische Bindung der Phosphorsiure sagen zu kénnen. 
Eine Vermehrung des organisch gebundenen Phosphors laBt sich 
wihrend eines normalen Belastungsversuches niemals mit Sicher- 
heit nachweisen, fallt doch der erwartete Zuwachs bei der geringen 
Abnahme des anorganischen Phosphats noch in die Fehlerbreite 
der Methodik. Dabei schwankt die Kurve des siureléslichen 
Phosphors und damit auch die Kurve des organisch gebundenen 
Phosphors wahrend der Glucosebelastung derart, daB jeder Riick- 
schluB auf eine Konzentrationsiinderung erschwert, wenn nicht 
gar unmdglich ist. Das hatte bereits Barrenscheen 4’) beob- 
achtet, dem wir die ersten vergleichenden Untersuchungen iiber 
die Anderung des siureléslichen Phosphors mit dem Blutzucker- 
spiegel verdanken. Indessen scheinen unsere Sauerstoffmangel- 
versuche durch den weitaus stirkeren Phosphatabfall giinstigere 
Versuchsbedingungen zu bieten. Doch auch wir finden die groben 
Schwankungen des siureléslichen Phosphors. Obwohl die Werte 





Der Kohlenhydratstoffwechsel in der Hypoxie. I 229 


des organisch gebundenen Phosphors in der Hypoxie vielfach 
tiber den Werten des Normalversuches liegen, kann dennoch von 
ihrer Krhéhung zunichst nicht die Rede sein; denn auch die 
Anfangswerte tiberlagern sich, Uberraschend kliren sich die 
Verhaltnisse, wenn wir den anorganischen und organi- 


schen Phosphor in Prozenten des gesamtsiureléslichen 
Phosphors ausdricken (Tab. 9). 


Tabelle 9 


Der anorganische und organische Phosphor des Blutes in Prozenten 
des gesamtsiureléslichen Phosphors 






































Minuten 0 | 15 | 30 | 45 | 60 | 90 | 120] 180 
Normal { @norgan. P | 10,7} 12,3} 11,4] 11,7 | 10,3 | 12,1 | 13,3] 13,6 
en organ. P | 89,3 | 87,7 | 88,6 | 88,3 | 89,7 | 87,9 | 86,7 | 86,4 
No Manco! { amorgan. P| 9,8] 9,3] 7,5] 5,8] 60] 5,5] 46] 4,5 
eens” \_ organ. P | 90,2] 90,7 | 92,5 | 94,2 | 94,0 | 94,5 | 95,4 | 95,5 
—— f anorgan. P | 14,7] 11,6} 12,2] 11,4] 11,1 ]11,7!11,3]13,8 
Norma \ organ. P | 85,3 | 88,4 | 87,8 | 88,6 | 88,9 | 88,3 | 88,7 | 86,2 
To Afanoe { anorgan. P| 11,9] 3,8] 6,6] 5,1] 5,3] 5,0] — | 4,4 
O.-Mange organ. P | 88,1] 91,2] 93,4] 94,9 | 94,7] 95,0] — [95,6 
, ; J anorgan. P | 16,1] 17,0] 17,0) 15,3 | 14,0] 14,3] 15,8 | 13,6 
Normal | organ. P | 83,9 | 83,0]. 83,0 | 84,7 | 86,0 | 85,7 | 84,2 | 36.4 

. 
vl ef anorgan. P | 14,2]12,6]11,6] 3,4] 7,8] 71] 68] 5,5 
O,Mangel ) “organ. P | 85,8 | 87,4 | 88,4 | 91,6 | 92,2 | 92,9 | 93.2 | 94'5 
, { anorgan. P | 15,9] 16,6] 15,7 | 16,3 | 14,6 | 14,9 | 15,1 | 13,9 
Normal \ organ. P | 84,1 | 83,4 | 84,3 | 83,7 | 85,4 | 85,1 | 84,9 | 86,1 
" anorgan. P | 13,2] 11,8] 12,6] 14,0] 11,6] 8,6] 7,0] 5,6 
O.-Mangel organ. P | 86,8] 88,2 | 87,4 | 86,0 | 88,4 | 91,4 | 93,0 | 94,4 


Deutlich zeigt jetzt der Normalversuch den geringen Verbrauch 
anorganischen Phosphats, begleitet von ebenso geringen Schwan- 
kungen des organisch gebundenen Phosphors, der eine steigende 
Tendenz oft kaum erkennen 1labt. 

Im Sauerstoffmangel fallt der anorganische Phos- 
phor fast auf ein Drittel des urspriinglichen Wertes; 
seine Verminderung wird kompensiert durch einen be- 
trichtlichen Anstieg des organisch gebundenen Phos- 
phors. Wir glauben so den Nachweis erbracht zu haben, dab 
den Phosphorylierungsvorgingen beim Kohlenhydrat- 
umsatz im Sauerstoffmangel eine weitaus gréBere Be- 
deutung zukommt, als bei ausreichender Sauerstotf- 
versorgung der Gewebe, sprechen doch unsere Versuche 











230 Th. Leipert und E. Kellersmann, 


eindeutig fiir eine Bevorzugung des Spaltungsstofiwechsels in der 
Hypoxie. Ein Abbaumechanismus, der bereits unter physiologi- 
schen Verhiltnissen anaerob abliuft, spielt so bel vermindertem 
Sauerstoffangebot eine regulatorische Rolle. 

Unsere Versuche leiten iiber zum alten Problem der Leistungs- 
steigerung durch Phosphate [Embden**), vgl. auch die Ubersicht 
von Staub®)], Ein gesteigerter Verbrauch anorganischen Phos- 
phats durch den Kohlenhydratumsatz erfordert eine ausreichende 
Phosphatreserve fiir energetische Leistungen in der Hypoxie. Das 
primire Natriumphosphat NaH,PO, (Recresal) wurde bereits zur 
Verhiitung der Bergkrankheit vorgeschlagen®!). Als saures Salz 
soll es ihnlich dem Ammoniumchlorid die Alkalose im Sauerstoft- 
mangel verhindern, vornelmlich also durch seine Wasserstoflionen 
wirken. Auf Grund unserer Untersuchungen scheint der Phosphat- 
rest des Salzes nicht minder wichtig zu sein. Die eben erschienene © 
Arbeit von Blasius und Bauereisen®’) iiber die giinstige Be- 
einflussung der Héhentauglichkeit durch einen ,,Glucose-Phosphat- 
Trank“ weist in die gleiche Richtung. 


Zusammenfassung 


Von der Annahme ausgehend, da den anaeroben Teil- 
reaktionen des Kohlenhydratabbaues im Sauerstoffmangel eine 
gréBere Bedeutung zukommen mu8 als bei ausreichender Sauer- 
stoffversorgung der Gewebe, wurden bei jungen Minnern ver- 
gleichende Glucosebelastungsversuche durchgefiihrt unter normalen 
Verhiltnissen und in der Hypoxie des Unterdruckkammerversuches 
entsprechend Héhen von 5500—6200 m. Untersucht wurde die 
hyperglykamische Reaktion, die Alkalireserve und Milch- 
siure, besonders aber der Brenztraubensdure- und Phos- 
phatstoffwechsel. Dabei ergab sich, daB die Héhe der Hyper- 
glykimie bei vermindertem Teildruck des Sauerstoffs unverindert 
bleibt, die hypoglykamische Phase jedoch verkiirzt oder vollstindig 
unterdriickt wird im Sinne einer Abschwachung der Kohlenhydrat- 
assimilation. Dieser Dimpfung der Insulinwirkung nach Kohlen- 
hydratbelastung im Sauerstofimangel geht ein Anstieg der Brenz- 
traubensiure des Blutes parallel, waihrend im Normalversuch 
mit der Senkung des Blutzuckers auch die Brenztraubensiiure 
abfallt. Die Milchs&ure ist in der Hypoxie stets vermehrt, die 
Alkalireserve vermindert. 

Auffallige Anderungen zeigt der Phosphatstoffwechsel. 
Schon der Sauerstoffmangel allein senkt den anorganischen 
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Phosphor des Blutes und die Phosphatausscheidung im Harn. 
Nach Kohlenhydratbelastung in der Hypoxie kommt es zu einem 
Sturz des anorganischen Phosphors im Blute auf ein Drittel des 
normalen Wertes, im Harn sogar bis zum villigen Verschwinden 
der Phosphate. Eine Anderung der Phosphataseaktivitit im 
Blute ist dabei nicht nachweisbar. Es laBt sich zeigen, daB die 
Verminderung des anorganischen Phosphors durch einen betriicht- 
lichen Anstieg der Phosphorsiiureester kompensiert wird. So 
greift die Phosphorylierung, ein schon normalerweise von der 
Sauerstofiversorgung unabhingiger Reaktionsmechanismus, in der 
Hypoxie regulierend ein und erméglicht die Anpassung eines ge- 
steigerten Kohlenhydratumsatzes an den Sauerstoffmangel. 
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Der Kohlenhydratstoffwechsel in der Hypoxie. II 
Glykogen- und Phosphatumsatz in Leber und Muskel 


Von 


Th. Leipert und E. Kellersmann 


(Aus dem U-Kammerzug (mot.) 1 der Luftwaffe 
und dem Institut fiir Physiologische Chemie der Universitit Wien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1942) 


In unserer ersten Mitteilung konnten wir nachweisen, daB die 
Phosphorylierungsvorginge beim Kohlenhydratumsatz des Blutes im 
Sauerstoffmangel eine gréBere Rolle spielen als unter normalen 
Verhiltnissen. Die Glucosebelastung ist in der Hypoxie mit einer 
besonders starken Verminderung des anorganischen Phosphors - 
im Blute verbunden, der ein betrachtlicher Anstieg der Phosphor- 
siiureester gegeniibersteht. Dabei zeigt die Blutzuckerkurve Ver- 
ainderungen im Sinne einer Verschiebung des Assimilationstyps 
zum Resorptionstyp') durch ihren verzégerten Verlauf und das 
Ausbleiben der hypoglykimischen Nachschwankung. 

Wir erwarteten ein Abnliches Verhalten der Phosphate auch 
fir den Kohlenhydratstoffwechsel des Muskels und der Leber in 
der Hypoxie und untersuchten in der vorliegenden Arbeit 
den Phosphatumsatz, sowie den Glykogengehalt der 
Rattenleber und des Rattenmuskels im Hunger und nach 
Glucosebelastung unter normalen Verhiltnissen und im 
Sauerstoffmangel. Leber und Muskel sind die wichtigsten 
Glykogenspeicher. Die Glykogenbildung in ihnen wird durch 
Sauerstoffmangel sofort gehemmt. So vermag die isolierte Leber 
aus Traubenzucker kein Glykogen zu bilden, sobald das Durch- 
strémungsblut ungeniigend arterialisiert ist’). Der Glykogen- 
umsatz wiederum ist eng mit dem Phosphatstoffwechsel verkniipft, 
denn die unmittelbare Vorstufe, aber auch das erste Abbau- 
produkt des Glykogens ist ein phosphorylierter Zucker, das 
Glucose-1-phosphat [Cori-Ester*)]. Wohl hat man bisher in der 
Muskulatur keine besonderen Anderungen des Gesamtphosphats 











934 Th. Leipert und E. Kellersmann, 


beobachtet, im Zusammenhange mit der Phosphatverminderung 
im Blute nach Zuckerbelastung; selbst unter giinstigen Versuchs- 
bedingungen, wie bei Durchstrémungsversuchen am _ isolierten 
Hundeherz erhielt man keine eindeutigen Resultate*), doch fanden 
Cori und Cori, daB Hexosemonophosphat aus Froschmuskeln, 
die tetanisch gereizt waren, unter anaeroben Verhiltnissen lang- 
samer verschwindet als unter Sauerstoff’) Nach Schumann’) 
sinkt im Herzmuskel von Ratten, die 10—180 Sekunden unter 
reinem Stickstoff gehalten wurden, mit dem Sturz des Glykogens 
im Erstickungsschock auch der veresterte Phosphor, insbesondere 
der Phosphagen- und Adenosintriphosphorsdure-Anteil, wihrend 
der anorganische Phosphor zunimmt. Ks kommt daher unter den 
extremen Verhiltnissen der Erstickungshypoxie zweifellos zu 
Konzentrationsverschiebungen zwischen den Phosphatfraktionen 
Lohmanns’‘). 


Methodik 


Zu unseren Versuchen dienten Ratten im Gewicht von 100—170 g, 
die mit Hafer, Riiben und Kiichenabfiillen erniihrt waren. Sie erhielten 
nach 24stiindigem Hunger eine intraperitoneale Injektion von 0,3 ccm Per- 
nocton. Im Pernoctonschlaf wird der M. gastrocnemius der einen Seite ent- 
nommen, in ein tariertes, mit Schliffstépsel versehenes Zentrifugenglas 
gebracht, das 1 cem 60°/,iger Kalilauge enthalt und sofort im siedenden 
Wasserbade bis zu seiner Auflésung erhitzt. Den Gastrocnemius der anderen 
Seite bringt man in ein tariertes, mit eisgekiihlter 5°/,iger Trichloressig- 
siure beschicktes Wigeglischen. Aus der blutenden Femoralarterie gewinnt 
man die Proben zur Blutzuckerbestimmung nach Hagedorn-Jensen. 
Nach der Eréffnung der Bauchhéhle wird die Leber so rasch wie méglich 
herauspriépariert und wie der Muskel, teils in Kalilauge, teils in Trichlor- 
essigsiure gebracht. Der Rest bleibt zur allfilligen Bestimmung der Trocken- 
substanz. Nach Ermittlung der Organgewichte erfolgt die Glykogenbestim- 
mung nach einem modifizierten Pfliigerschen Verfahren*). Zur Phosphat- 
bestimmung zerreibt man die Organe in einer eisgekiihlten Reibschale unter 
Zuhilfenahme yon wenig Quarzsand, bringt die Suspension mit Trichlor- 
essigsiure auf ein definiertes Volumen, filtriert und bestimmt in aliquoten 
Teilen des Filtrats den anorganischen und gesamtsiureléslichen Phosphor, 
sowie die Phosphorfraktionen nach einer Hydrolyse von 7 bzw. 180 Minuten 
in n-HCl, entsprechend den Angaben von Lohmann. 

Im Belastungsversuch erhilt das Tier nach 24stiindigem Hunger 
0,5 g Glucose in 1 cem Wasser durch die Schlundsonde und wird 3 Stunden 
spiter nach der angegebenen Methode aufgearbeitet. Den ersten Sauerstoff- 
mangel-Versuch (Tier 13) fiihrten wir zur Ginze in der Unterdruckkammer 
durch. Das Tier wurde auf eine Héhe von 6000m gebracht, dann mit Glu- 
cose belastet und 3 Stunden spiiter getitet. Auch die Entnahme der Organe 
und die Aufarbeitung bis zum Einbringen der Proben in ein elektrisch 
geheiztes Wasserbad bzw. in die eisgekihlte Trichloressigsiure erfolgte 
noch im Unterdruck. Nachdem ein Vergleich mit dem folgenden Verfahren 
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keinen Unterschied im Ergebnis aufwies, belasteten wir spiter die Tiere 
bei normalem Druck, brachten sie dann unter eine Glasglocke, die einerseits 
mit einem Hg-Manometer, andererseits mit einem Vakuumregler in Ver- 
bindung stand und evakuierten mit der Wasserstrahlpumpe bis zum 
gewiinschten Unterdruck. Wir blieben in Héhen yon 7500—9000 m, was 
einem Luftdruck von etwa 285—230 mm Hg entspricht. Stets gingen wir 
nur so hoch, daB die Tiere auf ihrer Unterlage aus Zellwolle noch frei in 
ihrer Schlafstellung saBen und sich nicht entlang der Glockenwandung 
streckten. 3 Stunden spiter wurde das Tier herausgeholt, erhielt die Per- 
noctoninjektion und wurde fiir die folgenden wenigen Minuten bis zum 
Kintritt der Pernoctonwirkung sofort wieder dem Unterdruck ausgesetzt. 
Die Organentnahme und alle iibrigen Operationen erfolgten dann bei 
normalem Druck. 

Die Aufteilung des gesamtsiiureléslichen Phophors liefert 4 Frak- 
tionen: 1. den anorganischen Phosphor, 2. den leichthydrolysierbaren 
Phosphor, 3. den ,,Ester‘-Phosphor und 4. den schwerhydrolysierbaren 
Phosphor. Die Deutung der einzelnen Fraktionen bereitet keine besonderen 
Schwierigkeiten beim Muskel, einem Organ, dessen Kohlehydratstoffwechsel 
wohl durchforscht ist. Man wei, daB in der Fraktion des anorganischen 
Phosphors auch der aus dem Phosphagen abgespaltene Phosphor ent- 
halten ist und bezieht den leichthydrolysierbaren Phosphor auf jenen 
Phosphor, der bereits nach 7 Minuten Hydrolyse aus der Adenosintriphos- 
phorsiiure (ATP) freigemacht wird, demnach also ?/; des ATP-Phosphors 
vorstellt. Der ,,Ester‘‘-Phosphor enthilt den Phosphorgehalt der Fructose- 
1,6-diphosphorsiure (Harden-Young-Kster) und teilweise auch den des 
Embden - Esters, der Gleichgewichtsform aus Glucose-6-phosphorsiure 
(Robison-Ester) und Fructose-6-phosphorsiure (Neuberg-Ester), deren 
Phosphor im wesentlichen in der schwerhydrolysierbaren vierten Fraktion 
erfaBt wird. Da Hexosediphosphat im lebensfrischen Muskel bisher nicht 
nachgewiesen wurde’) und dieses sich nur bei Schiidigung der Gewebs- 
struktur in geringer Menge bildet, diirfte sein Anteil an der Phosphat- 
fraktion 3 recht unbedeutend sein, so da8 man die beiden Fraktionen 3 
und 4 als Hexosemonophosphat auch vereinen kann. Dies um so mehr, 
als sich in der frischen Muskulatur weder Phosphoglycerinsiure noch 
Adenylsiiure anhiuft, deren Phosphor ebenfalls in die Fraktion des schwer- 
hydrolysierbaren Phosphats fallen wiirde. 

Schwieriger liegen die Verhiiltnisse in der Leber. Hier verliuft die 
Glykogenolyse langsamer als im Muskel. Dadurch werden Zwischenstufen 
greif bar, die im Muskel rasch durchlaufen werden. In der Fraktion 1 findet 
sich ausschlieBlich priformiertes anorganisches Phosphat. Doch schon der 
leichthydrolysierbare Phosphor ist verschiedenen Ursprungs. Nur ein Teil 
entstammt der ATP"), ein weiterer Teil dem Cori-Ester, der durch n-HCl 
in 10 Minuten vollstindig hydrolysiert wird. Der Rest muB dem Fructose- 
1-Phosphat (Robison- Tanko-Ester) zugeordnet werden, das Pany jiingst 
aus Kaninechenleber isolierte'). Es wird durch n-HCl in 15 Minuten zu 
62°/, gespalten und ist in 1 Stunde vollig zerfallen, so daB ein be- 
triichtlicher Teil seines Phosphors in die folgende ,,Ester‘-Fraktion ge- 
hért. Diese muB unter dem gleichen Gesichtspunkt gewertet werden 
wie beim Muskel. Das Hexosediphosphat ist auch in der Leber von 
untergeordneter Bedeutung. Dagegen finden sich die schwer spaltbaren 





A a po. 
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Komponenten des Embden-Esters in der Leber und auch die Phospho- 
glycerinsiiure scheint hier eine nicht unwesentliche Rolle zu spielen '). 


Ergebnisse 


Der Phosphat- und Glykogenumsatz im Muskel 


Die Phosphorverteilung im Muskel der hungernden Ratte 
ist aus Tab. 1 ersichtlich. 


Tabelle 1 


Die P-Fraktionen des M. gastrocnemius der hungernden Ratte 





a 1;2]3 


5 |Mittel] 1 | 2 | 3 | 5 Mittel 





mg-°/, Phosphor °/, des Gesamtphosphors 








a ; ee ae ‘ . l l ni 
Gesamt-P. . . |167,2168,9'176,4 166,1) 169,6}100 [100 |100 |100 |100 
i | | | | 














1. anorg. und | | | | | 
Phosphagen-P. | 91,5) 79,5. 87,3, 83,9) 85,7] 54,8) 47,1) 49,5) 50,5) 50,5 
2. leicht hydrol. P | 49,8) 49,0) 53,5; 51,5) 50,7] 29,7) 29,0} 30,3) 31,0) 30,0 
3. Ester-P . . . | 19,6| 22,0) 21,7| 26,6) 22,5] 11,7) 13,0) 12,3) 16,0) 13,2 
4. schwer hydrol.P| 6,3) 18,4) 13,9, 4,1] 10,7] 3,8} 10,9} 7,9| 2,5) 6,3 





Der Gesamtgehalt an siureléslichem Phosphor von rd. 170 mg-°/, 
naihert sich den von Cori und Cori!’) mitgeteilten Werten (177 
bis 200 mg-°/,) und legt betrichtlich iiber dem Phosphatgehalt 
von 139 mg-°/, wie ibn Helve'*) fand. Die Hilfte dieses Phos- 
phors ist anorganisches Phosphat, 30°/, befinden sich in lockerer 
organischer Bindung und 20°/, entfallen auf die beiden schwerer 
spaltbaren Fraktionen 3 und 4. Der Blutzucker mit 118 mg-°/, 


und das Muskelglykogen mit 0,59°/, im Mittel (Tab. 2) entsprechen 
den Angaben der Literatur ®1* 15), 


Tabelle 2 
Blutzucker und Muskelglykogen der hungernden Ratte 

















Tier Nr. mg-°/, Blutzucker °/, Glykogen 
1 115 0,580 
2 — 0,730 
3 120 0,620 
D | ee 2c 0,420 
Mittel 118 0,59 





Belastet man die Tiere mit 0,5 g Glucose, so bleibt 3 Stunden 
spiter der Gesamtphosphor des Muskels unverindert, wihrend 
seine Bindungsform wechselt (Tab. 3). 
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Tabelle 3 


Die P-Fraktionen des Rattenmuskels nach Glucosebelastung 
































rs ee 6 |7|o|u aa Se Mittel 
Mid ‘lo a » des a amtphosphors 
Gesamt-P. . . [155 5|174,7|162 2.811703 16 165,9 {100 ‘100 0/100 100 {100 
1. anorg. und ak | | | 
Phosphagen-P. | 77,3) 85,2 72,4| 88, 1| 80.8 49.7) 48,8) 44,5) 51,7) 48,7 
2. leicht hydrol. P} 45,3) 35,9) 44,2) 41,3) 41,7] 29,1) 20,6) 27,1) 24,3) 25,3 
3. Ester-P. .. 14,1) 26 Al 16, 9) 21,4 19,7] 9,1) 15,1; 10,4) 12,6) 11,8 
4. sechwerhydrol. P 18,8 27. 2 29,3 19,5) 23,7] 12,1) 15,5 18,0) 11,4) 14,2 








Kiner Abnahme der Phosphatfraktion 2 um 5°/, des gesamten 
siureléslichen Phosphors steht ein Anstieg der Fraktionen 3 + 4 
um 6°/, gegentiber. Das anorganische Phosphat wird dabei kaum 
in Anspruch genommen. Dieser Anstieg des Hexosemonophosphats 
ist fliichtig und kann bei zu kurzer Beobachtungszeit itibersehen 
werden!*), aber er ist zweifellos vorhanden?’). Der Blutzucker 
mag im Kinzelfalle nach 3 Stunden noch erhdht sein (Tier 7), 
er liegt jedoch im Mittel an der oberen Grenze der fiir Ratten 
noch als physiologisch geltenden Werte’) (Tab. 4). Auf den Gly- 
kogengehalt des Muskels bleibt die Zuckerbelastung ohne direkten 


EinfluB. 
Tabelle 4 


Blutzucker und Muskelglykogen der Ratte 
nach ccehaienaetse: 








Tier Nr. mg-°/, Blutzucker “lo jo Glykogen 
6 110 0, 5! 4 
7 169 0,715 
) 142 0,531 
1] see - 0,333 
Mittel 138 0,53 





Wir wihlten eine Versuchszeit von 3 Stunden zunichst nur 
auf Grund der Erfahrungen am Menschen. DaB nach Ablauf von 
3 Stunden auch im Tierversuch optimale Versuchsbedingungen 
vorliegen, zeigt ein Belastungsversuch an 3 Tieren, die je 0,5 g 
Glucose erhielten und spiiter zu verschiedenen Zeiten getétet 
wurden. In Tab. 5 sind die Phosphorfraktionen des Muskels in 
Prozenten des Gesamtphosphats, sowie das Muskelglykogen und 
der Blutzucker wiedergegeben und den 3-Stunden-Mittelwerten aus 
Tab. 3 und 4 gegeniiberyestellt. 
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Tabelle 5 


Phosphatfraktionen und Glykogengehalt des Rattenmuskels sowie der 
Blutzucker zu verschiedenen Zeiten nach Glucosebelastung 











oo 2. Se ee 16 17 — 18 
Tod nach Belastung: . .... 1 Std. 2 Std. 3 Std. | 47/, Std. 














Anorgan. u. Phosphagen-P . . . 49,9 °, 54,4 %/, 48,7 /, 50,8 °/, 
Leicht hydrolysierb. P. . . . . 28,8 20,0 25,3 27,3 
Beter-P. ......-...-if 160 15,5 11,8 16,8 
Sehwer hydrolysierb. P ... . 5,3 10,1 14,2 5,1 
m-°/, Blutzueker . He che oo ae 242 138 136 
A CROMOM cc et 0,454 0,484 0,53 0,421 


Zweifellos ist die Summe des schwerer spaltbaren Phosphors 
innerhalb der dritten Stunde am héchsten, wahrend 1 Stunde 
und 41/, Stunden nach der Belastung Werte beobachtet werden, 
die sich denen des hungernden Tieres auBerordentlich niihern. 
Deutlich zeigt die Tabelle auch die kurze Dauer der Hexose- 
phosphatvermehrung nach Zuckerzufuhr. 

Tiere, die nach 24-stiindigem Hunger durch 3 Stunden im 
Sauerstoffmangel gehalten werden, bieten praktisch keinen 
Unterschied gegeniiber den hungernden Tieren unter normalen 
Verhiltnissen (Tab. 6). 

Tabelle 6 


Die P-Fraktionen im Muskel der hungernden Ratte 
nach 3-stiindigem Unterdruck 





Tier Nr. . . . | 19 | 20 | 27)! 28 |Mittel] 19 | 20 | 27 | 28 | Mittel 


mg-°/, Phosphor °/, des Gesamtphosphors 


173,9 179,2 186,5 176,7:179,1 [100 100 |100 100 100 


Gesamt-P . 
1. anorgan. u. 








Phosphagen-P . | 96,7 95,3) 97,6 99.4) 97,3 | 55,6 53,1/52,3 56,2 54,3 
2. leicht hydrol. P | 42,6; 45,2) 51,0) 44,4) 45,8 | 24,5) 25,3) 27,3) 25,2 25.6 
3. Ester-P . . . . | 22,4) 28,1) 19,2: 23,1] 23,2 | 12,9! 15,7] 10,3] 13,0 13,0 
4, schwer hydrol. f 12,2} 10,6) 18,7; 9,8) 12,8 7,.0° 59/101) 56 71 


Das Gesamtphosphat liegt innerhalb der auch friher be- 
obachteten Schwankungsbreite mit einer leichten Erhéhung des 
Mittelwertes auf 180 mg-°/,. Daran ist das anorganische Phosphat 
mit 54,3°/, in gréBerem Ausma8e beteiligt als bei den Hunger- 
tieren, doch nur auf Kosten des leichthydrolysierbaren Phosphors, 
denn die schwerhydrolysierbaren Fraktionen 3+ 4 entsprechen 
mit 20,1°,, vollkommen dem Hexosephosphat im Muskel der 
Normaltiere. 
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Auch das Muskelglykogen bleibt in der Hypoxie gegeniiber 
der Norm unveriandert, mit einem Mittelwert von 0,52°/,. Seine 
Beweglichkeit erscheint durch mebrstiindigen Sauerstoffimangel i in 
keiner Weise beeinfluBt. Daf dennoch Kohlenhydrate in ge- 
steigertem Umlauf sind, zeigt die betrichtliche Erhéhung des 
Blutzuckers in der Mehrzahl der Falle (Tab. 7). 


Tabelle 7 
Blutzucker und Muskelglykogen der hungernden 
Ratten im Unterdruck 




















lier ‘te, skid He ‘Bhetendkes °/, Glykogen 
19 155 0,449 
20) 190 0,516 
27 165 0,483 
a See a... a 
Mittel =| 162 | = 0,52 


Werden Ratten im Sauerstoffmangel einer Glucose- 
belastung unterworfen, dann verhalten sich die Phos- 
phatfraktionen des Muskels wie bei einem hungernden 
Tiere (Tab. 8). Nicht nur das Gesamtphosphat, sondern auch 
die Summe aus Ester-P und schwerhydrolysierbarem P ist unver- 
aindert geblieben. 

Tabelle 8 


Die P-Fraktionen des Rattenmuskels nach Glucosebelastung im Unterdruck. 








—_—_ —__—— | 
Tier Nr... . . .| 12 | 13 | 14 | 20 [Mittel] 12 | 13 | 14 





29 | Mittel 





mg-°/, Phosphor °/, des Gesamtphosphors 











Gesamt-P... . 2036 164, 1163, 2]194,8 181, 41100 |100 100.100 100 
1. anorgan. u. | ! 
> _nosphagen-P . 1104, 0 93, g| 85,1) 96, 6 94,8 | 51,2! 57,2. 52,1 49,6) 52,5 
2. leicht hydrol. P | 50,8, 50,0| 43,6) 46,7) 47,9 | 24,9, 30,4) 26 6,7) 24,0} 26.5 
3. Ester-P. .. 26,5 5| 18 16) 21,2) 24.0 22.5 13,0 11,3 39 12,3] 12,4 
4. schwer hydrol. P 22.3) 1,7 13,3! 27,5' 16,2 } 10,9) 11 8,21 14,1} 8,6 











Durch seinen Phosphatumsatz unterscheidet sich daher der 
Muskel eines Tieres, das unter normalen Verhiltnissen mit 
Glucose belastet wurde, grundsitzlich vom Muskel des Tieres, 
dem im Sauerstoffmangel Glucose zugefiihrt wurde, nicht aber 
durch den Glykogengehalt. Der Rattenmuskel enthalt nach Glu- 
cosebelastung im Sauerstoffmangel genau so viel Glykogen, wie 
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unter den friiheren Bedingungen (Tab. 9) und nur der Blutzucker 
ist auf nahezu das Doppelte des Normalwertes angestiegen, eine 
Folge jener Assimilationshemmung in der Hypoxie, die wir friiher 
auch am Menschen beobachtet hatten. 


Tabelle 9 


Blutzucker und Muskelglykogen der Ratte nach 
Glueosebelastung im Unterdruck 




















Tier Nr. mg-°/, Blutzucker | °/, Glykogen 
12 213 0,544 
13 214 0,37 
14 259 0,563 
29 162 _Q, 523 
Mittel 212 | = 0,50 


Ks wiire ein Irrtum, wollte man die Leistungsfahigkeit des 
Muskels in der Hypoxie nur auf Grund seines Glykogengehaltes 
beurteilen: gleicher Glykogengehalt = gleiche Leistung. Die Unter- 
suchung des Phosphatumsatzes warnt vor diesem voreiligen SchluB; 
denn sie weist auf eine Stérung der Glykogenbildung in 
der Hypoxie hin. Glucosezufuhr senkt die anorganische 
und organische Phosphatreserve nur bei normaler Sauer- 
stoffversorgung des Muskels. Im Sauerstoffmangel wird 
kein Phosphat verbraucht. Der Muskel ,hungert* trotz 


hohen Zuckerangebotes. Tab. 10 faBt dieses Ergebnis iiber- 
sichtlich zusammen. 


Tabelle 10 
Ubersicht tiber die Verteilung des Phosphors im Rattenmuskel 
unter w echselnden Bedingungen 











anorgan. u. saahnned: P 50,5 */o 1 go5 0 
Hunger {eet hydrolys. P 30,0 ° 4 a: oe 
Hexosephosphat-P — 19,5 /, 
Normal 
ro ne t anorgan. u. Phosphagen-P 48,7 : o | 74.0 ° 
belas stung) ; leicht hy drolys. r 2 I,9 “So | 
Hexosep hosph at-P ~— 26,0 °/, 
{ anorgan. Phosphagen-P 94,3 °/0| -qgqo 
Hunger , leicht hy cae ey m.6%,t *"* 
\ Hexose phosphs it-P — 20,1 “/. 
O,-Mangel 
Glucose- { 220Fgan- u. Phosphagen-P 52,5 "/9 rT 90 
belastunc } leicht hydrolys. f 26,5 °/, | 
astung | Hexosephosphat-P ~ °" 210 
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Glykogen und Phosphatumsatz in der Leber 


Die Muskulatur ist ein Organsystem mit recht konstantem 
Glykogengehalt, den auch ungiinstige iuBere Bedingungen nicht 
leicht vermindern, den aber auch eine Kohlenhydratbelastung 
innerhalb weniger Stunden nicht wesentlich zu erhdhen vermag. 
Ganz anders verhalt sich die Leber. Sie speichert nach Zucker- 
zufuhr in kurzer Zeit groBe Mengen Glykogen, die sie im Bedarfs- 
falle sofort wieder zur Verfiigung stellt. Daher sinkt ihr Gly- 
kogengehalt im Hunger schnell ab und manche Versuchstiere, 
wie die Ratten, enthalten nach 24stiindigem Hunger nur mehr 
0,1—0,2°/, Glykogen in ihrer Leber, gegeniiber von rund 4°/, 
bei tiberwiegender Kohlenhydratnahrung. Der prompte Wieder- 
anstieg des Glykogens in einer so an Kohlenhydrat ver- 
armten Leber nach Zuckerbelastung bei normalem Sauer- 
stoffdruck (Tab. 11) muBte bei einer Stérung der Glykogen- 
bildung im Sauerstoffmangel gehemmt werden oder 
ginzlich ausbleiben. 

Tabelle 11 


Der Glykogengehalt der Rattenleber im Hunger 
und nach Glucosebelastung . 





| Hunger | | ‘i Glucosebelastung a 


‘Tier Nr. | Glykogen®/, | ‘Tier Nr. | Glykogen °%, 














1 0,100 6 | 0,757 

2 0,123 7 | 1,260 

3 0,171 9 | 1,188 

5 0,206 ll | 1146 
Mittel 0,150 |  Mittel 1,09 


Es ist verstiindlich, daB Anderungen im Glykogenumsatz 
auch den Phosphatstoffwechsel treffen muBten (T'ab. 12). 


Tabelle 12 


Die P-Fraktionen der Rattenleber im Hunger 











Tier Nr... .. | 1 | 2 | 3 | 5 [Mitte] 1 | 2 | 3 | 5 |Mittel 
mg-°/, Phosphor °/, des Gesamtphosphors 

Gesamt-P . . . .}61,9! 70,1 | 75,5 | 87,9! 73,8 }100 (100 |100 100 100 

l. anorgan.-P . . | 28,0) 31,4 | 36,8 | 40,6 | 34,2 | 45,2) 44,8) 48,7 46,2) 46,2 

2. leicht hydrol. P} 4,8) 6,9; 6.1) 9,5; 6,8 7,8 9,8! 8,1 10,8) 9,1 

3. Ester-P . . . .| 12,3) 12,6/ 13,8) 16,2) 13,7 | 19,9) 18,0) 18,3) 18,4) 18,7 

4. schwer hydrol. P| 16,8 | 19,2 | 18,8 | 21,6} 19,1 | 27,1) 27,4. 24,9) 24,6] 26,0 
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Hungernde Ratten enthalten in ihrer Leber 60—90 mg-°/, 
siureléslichen Phosphor. Wenig mehr als die Hialfte davon he- 
findet sich in organischer Bindung, der Rest — nahezu die 
Hilfte — ist anorganisches Phosphat. Dieses sinkt nach Ver- 
abreichung von Glucose um 30°/, des Ausgangswertes (Tab. 13). 


Tabelle 13 


Die P-Fraktionen der Rattenleber nach Glucosebelastung 





























if i } ‘ - | "| p 
Tier Nr... .-. | 6 | 7 | 9 | 11 |Mittel} 6 | 7 | 9 | 11 |Mittel 
mg-°/, Phosphor °/, des Gesamtphosphors 
Gesamt-P . . . . | 84,5 | 70,2/ 88,9/ 97,8! 85,5 1100 |100 |100 |100 |100 
l.anorgan.P . . | 29,5 | 25,0} 27,1 | 26,3 | 27,2 | 34,9) 35,7] 30,5] 26,9) 32,0 
2. leicht hydrol. P| 13,6 | 10,0 | 15,3; 13,0} 13,0 | 16,1} 14,2) 17,2) 13,3) 15,2 
8.Ester-P. . . .{14,8|13,0/15,0/17,6| 15,0 | 17,5} 18,5} 16,9} 18,0) 17,7 
4. schwer hydrol. P | 26,6 | 22,2 | 31,5 | 40,9| 30,3 | 31,5] 31,6] 35,4) 41,8) 35,1 

















Es wird also anorganisches Phosphat zu Phosphorylierungen 
verbraucht, die im Anstieg des organisch gebundenen Phosphors 
wihrend der Polymerisation des Zuckers ihren sinnfilligen Aus- 


druck finden: 


anorgan. P organ. P 
‘aeere im Hunger.-........- 462%, 53,8 °/, 
Tiere nach Glucosebelastung . .. 32,0°/, 68,0 °/, 


Der Anstieg verteilt sich auf die Fraktionen des leicht 
hydrolysierbaren und schwer hydrolysierbaren Phosphors. Es ist 
nach unseren friiheren Ausfiihrungen schwer zu_entscheiden, 
welcher Kohlenhydratester dabei entsteht. Wir neigen dazu, im 
Anwachsen der Fraktion 2 eine Anhaufung des leicht hydrolysier- 
baren Cori-Esters zu sehen, dessen unmittelbare Rolle bei der 
Synthese des Glykogens weitgehend geklirt ist’). Der Zuwachs 
an schwer hydrolysierbarem Phosphor wire dann auf die vermehrte 
Bildung von Robison- und Neuberg- Ester zu beziehen, wahrend 
sich in der unverainderten ,,Ester“-Fraktion 3 die Reste aus den 
Fraktionen 2 und 4 iberlagern. 

Wir vermuteten in der Senkung des anorganischen Phosphors 
der Leber nach Glucosebelastung eine Parallele zu seinem Ver- 
halten im Blute und erwarteten einen weiteren Abfall nach 
Zuckerzufuhr in der Hypoxie, so daB eine verminderte Glykogen- 
bildung durch Anhiufung phosphorylierter Zwischenstufen eine 
zwanglose Erklirung gefunden hitte. Wider alle Erwartung 
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zeigen Ratten nach Glucosefiitterung im Sauerstoff- 


mangel den gleichen Glykogengehalt der Leber wie 
normale Tiere nach Belastung: 


pg rae ae ae 12 13 14 29 = Mittel 
°/, Glykogen. . . . 1,660 0,713 1,511 0,913 1,20 
Auch die Phosphatverteilung der Leber li8t durch den 
niederen Gehalt an anorganischem Phosphor und die Erhéhung 
der leicht, bzw. schwer hydrolysierbaren Fraktion ein Organ in 
voller assimilatorischer Tatigkeit erkennen (Tab. 14). 


Tabelle 14 


Die P-Fraktionen der Rattenleber nach Glucosebelastung im Unterdruck 








| 








Tier Nr... 12 | 13 | 14 | 20 [Mittel] 12 | 13 | 14 | 29 [Mittel 
mg-?/, Phosphor °/, des Gesamtphosphors 
GesamtP. . . .|96,8/ 88,8 989 08,4) 9 95,8 {100 |100 |100 |100 |100 





5 8 

l.anorgan. P . . | 38,0 | 35,7 | 36,4 | 34,2 36,1 39,3 40,2' 36,8} 34.7) 37,7 
2. leicht hydrol. P| 9,5} 11,1 | 14,3 | 14,1 i. 3 9.8! 12.5) 14,5) 14,3! 12,8 
3. Ester-P... 11,9 | 17.3 | 12,5 20.5 5| 15,6 | 12,3 19, 5; 12,6) 20,9) 16,3 
4, schwer hydrol. Pp 37,4 | 24,7 | 35,7 | 29,6 | 31,8 | 38,6] 2 7,8, 36 1 30,1) 33,2 























Dieser Befund scheint im Widerspruch zu stehen mit den 
Angaben von Wertheimer?’), der bei Meerschweinchen und 
Miusen nach 4—11 Tage langem Aufenthalt unter 340 mm Druck 
eine Verminderung des Leber- und Muskelglykogens feststellte 
und auch durch Traubenzuckerinjektion keinen Glykogenansatz 
erzielen konnte. EKbenso sah Habs?§) bei Ratten und Mausen im 
luftverdiinnten Raum (470 mm) eine betrichtliche Abnahme des 
Glykogenbestandes in Leber und Muskel, wahrend Riesser und 
Mitarbeiter keinen Glykogenverlust der Muskeln beim Héhen- 
aufenthalt fanden?’), Spater beobachtete Evans?°) an Ratten, die 
24 Stunden gehungert hatten, ein starkes Ansteigen des Leber- 
glykogens auf 1,4°/,, wenn er die Tiere durch weitere 24 Stunden 
bei 0,5 Atmosphiren hielt, entsprechend einer Héhe von 5500 m. 
Gut gefiitterte Ratten mit 2,1°/, Leberglykogen zeigten keine 
Glykogenverminderung, auch wenn man sie fasten lieB, sobald sie 
bei vermindertem Druck gehalten wurden. Das Muskelglykogen 
blieb unter diesen Umstinden unveriindert. Es konnte daher die 
Zunahme des Leberglykogens nicht durch eine Wanderung irgend- 
welchen Korperglykogens erklirt werden, sondern es mubBte neu 
gebildet worden sein. ‘ 

16* 
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Wir priiften die Angaben von Evans nach, allerdings nur 
an einem einzigen Tiere, das wir nach 24stiindigem Hungern noch 
fiir 24 Stunden einem Unterdruck von 320 mm aussetzten und 
untersuchten neben dem Glykogengehalt auch die Phosphat- 
fraktionen von Leber und Muskel (Tab. 15). 


Tabelle 15 


P-Gehalt des Muskels und der Leber einer hungernden Ratte, 
die 24 Stunden im Unterdruck gehalten wurde 











Muskel Leber 
Tee MIG 6c wo § RE | o, Ges. P | mg-°/, P | °/, Ges. P 
a ae ae 173.0 | 100 93,1 100 
i, QO Ba ks 95,0 | 54,9 32,4 34,8 
2. leicht hydrol. P... . 44,3 25,6 13,3 14,3 
eS a a 18,3 10,6 12,5 13,4 
4. schwer hydrol.P .. . 15,4 8,9 34,9 37,5 


Bei einem Blutzucker von 174 mg-°/, enthielt die Leber 
2,24°/, Glykogen, der Muskel 0,41°/,. Die P-Fraktionen des 
Muskels liegen in der gleichen Héhe, wie wir sie auch sonst bei 
hungernden Tieren sahen und lassen keine Glykogenmobilisierung 
erkennen. Dagegen weist die Verminderung des anorganischen 
Phosphors in der Leber und die Zunahme des organisch ge- 
bundenen Phosphors auf eine rege Beteiligung dieses Organs an 
der Neubildung von Glykogen. Es kommt demnach auch ohne 
Glucosezufuhr bei linger dauerndem Sauerstoffmangel 
zu einem bedeutenden Anstieg des Leberglykogens. 

Wir legten uns die Frage vor: Kommt diese Glykogen- 
neubildung erst allmihlich nach liingerem Sauerstofimangel in 
Gang, wie es nach den Untersuchungen von Evans schien, oder 
schiitzt sich der Organismus vor einer schlechteren Verwertung 
des Nahrungszuckers im Sauerstoffmangel durch rasche Neu- 
bildung des Glykogens aus anderen Nihrstoffen und Bereitstellung 
einer leicht verfiigbaren Kohlenhydratreserve ? 

In der Tat zeigt die Leber hungernder Ratten, die im Unter- 
druck gehalten wurden, bereits nach 3 Stunden einen betriicht- 
lichen Zuwachs an Glykogen: 


= é 


ee MG ae ss ew 19 20 27 28 = Mittel 
‘9 Glykogen . . . . O817 0,500 0,668 0,293 0,570 


Auch ihre Phosphattraktionen sind im Sinne einer Glykogen- 
anreicherung verschoben (Tab. 16). 
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Tabelle 16 
Die P-Fraktionen der Leber hungernder Ratten nach 3 stiindigem Unterdruck 








er Wh ie io. 19 | 20 | 27 | 28 


Jord. 





Mittel| 19 | 20 | 27 





28 |Mittel 





mg-°/, Phosphor 





°/, des Gesamtphosphors 














Gesamt-P . . . . | 94,7 |102,9| 95,5 |104,9| 99,3 ]100 |100 |100 (100 |100 
l.anorgan. P . .139,9| 36,7) 39,1} 44,5) 40,1 | 42,1) 35,7/ 40,9] 42,4) 40,3 
2. leicht hydrol. P| 9,7! 15,2) 11,7} 10,5! 11,5 | 10,2) 14,8! 12,3! 10,0! 11,8 
3. Ester-P. . . .|21,0| 22,8) 19,6| 18,1] 20,4 | 22,2] 22.1) 20,5] 17.3! 20,5 
4, schwer hydrol. P| 24,1 | 28,2} 25,1 | 31,8] 27,3 | 25,5) 27,4! 26,3) 30,3! 27,4 


Obwohl die Ausschlige geringer sind als bei Zuckerbelastung 


in der Hypoxie ist doch die Vermehrung des organisch gebundenen 
Phosphors deutlich ausgeprigt: santa oepit 


oe P Normal 46,2°/ 53,8 °/ 
> $Y » hea Oo © > 0 ’ 0 
P-Verteilung in der Leber hungernder Ratten Hypoxie 40,3 59.7 


Unter diesen Umstinden kann die Zunahme des Leber- 
glykogens nach Kohlenhydratbelastung im Sauerstoffmangel keines- 
wegs auf die Glucosezufuhr allein bezogen werden; denn an der 
Auffillung des Depots nimmt die Neubildung von Kohlenhydrat 
einen sehr wesentlichen Anteil. Bilanzmafig diirfen nur 1,20—0,57 
= 0,63°/, in Rechnung gestellt werden, gegeniiber dem vollen 
Wert von 1,09°/, nach Glucosezufuhr unter normalem Druck. Die 
Rattenleber vermag daher im Sauerstoffmangel aus ver- 
fiitterter Glucose nur wenig mehr als die Halfte jener 
Glykogenmenge zu bilden, die unter normalem Sauer- 
stoffdruck gebildet worden wire. ‘Trotzdem verarmt sie 
nicht an Glykogen, sie deckt das Defizit durch neugebildeten 
Zucker. Auch im dauernden Hunger bleibt die Leber niemals 
glykogenarm. In 2—3 Tagen erfolgt ein allmihlicher Wieder- 
anstieg des Glykogens, da jede Senkung des Kohlenhydratumsatzes 
unter ein MindestmaB sofort durch Neubildung von Kohlenhydrat 
kompensiert wird?!). So bildet die plétzliche Verschlech- 
terung des Glykogenumsatzes in der Hypoxie einen 
michtigen Anreiz zu einer ebenso plitzlichen Neogenese. 
Wir verstehen nun auch, warum im Sauerstoffmangel der Zucker- 
gehalt des Blutes allmiihlich etwas zunimmt (Tab. 4). Es ist nicht 
die ,erhéhte sympathische Erregbarkeit im Sauerstoffmangel“, die 
iiber eine vermehrte Adrenalinproduktion zu einer Mobuilisierung 
des Depotglykogens fiihrt, im Gegenteil, es wandert in der Hypoxie 
neu gebildeter Zucker zum Depot der Leber. 














246 Th. Leipert und KE. Kellersmann, 


Der Ursprung des neuen Glykogens ist unbekannt. Er 
kann im -EiweiB zu suchen sein, aber auch im Fett, dessen 
Glycerinkomponente als Glykogenbildner niemals bezweifelt wurde, 
Sicher ist jedenfalls, daB in der Hypoxie innige Beziehungen 
zwischen den Grundformen des Stoffwechsels bestehen miissen. 


Es schien uns lohnend nach dem Zusammenhang von 
EKiweiB- und Kohlenhydratstoffwechsel im Sauerstoff- 
mangel zu suchen. Elias und seine Mitarbeiter**) hatten ge- 
funden, daB in der Hypoxie ein vermehrter Kiweibabbau eintritt 
und daB dabei kleinere stickstoffhaltige Bausteine in der Leber 
abgefangen werden, was einen Anstieg des Reststickstoffs der 
Leber zur Folge hat. Glucosezufuhr verhindert diesen Zerfall 
(Dextroseeffekt). Die frei werdenden Aminosiuren konnten zur 
Zuckerbildung herangezogen werden, dies um so mehr als ihre 
Fraktion an der Rest-N-Vermehrung der Leber keinen nennens- 
werten Anteil hatte, Aminosiiuren also zweifellos anderweitig um- 
gesetzt werden. Stérend muBte sich allerdings der Umstand aus- 
wirken, daB Ketosiuren wie die Brenztraubensiiure, die als 
Zwischenstufen in Frage kommen, nur unter Mitwirkung des 
Sauerstoffs leicht in Glykogen iibergehen. Auch ist die Vor- 
stellung, im Sauerstoffmangel werde das Eiwei& zuerst mobilisiert, 
nicht gut mit der Erfahrung in Einklang zu bringen, daB der 
Organismus unter ungiinstigen Verhiltnissen erst in letzter Linie 
auf das Eiweib zuriickgreift. 

Wir belasteten 2 Ratten, Tier 21 mit 0,4 und Tier 22 mit 
0,2 g Glykokoll und untersuchten Muskel und Leber wie bisher 
(Tab. 17). 


Tabelle 17 


Der P-Gehalt des Rattenmuskels und der Rattenleber 
nach Belastung mit Glykokoll im Unterdruck 























Muskel Leber 

Tier Nr... ... 2 °~C*~‘“S<(i<i<i«éiSCE:Ct‘( SC|PTtCeT 
A.) Pe | A | Ae Pay | mm | ay | A 

— : | > " >= | 3 = 3 

oo és’ of ae on ; oN > 

Gesamt-P. . . . . . . . [1765100 175,6/100 |101,2/100 1103.6} 100 
a eS 99,1) 56,1!) 97,3) 55,4] 45,2) 4461 52.9] 51,1 
2. leicht hydrol.P. . . . | 42,1) 23,9! 53,4) 30,4] 11.3] 112! 112] 108 
3. EsterP........ | 24,8] 14,1] 20,7] 11,8] 180] 17.8| 17.7] 17,1 
4. schwer hydrol.P . . . | 10,5 5,9) 4.2! 234] 267] 26:4| 21'8! 21:0 
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Die Phosphorwerte beider Organe entsprechen denen hungern- 
der Tiere. Bei hohem Blutzucker von 157 mg-°/, ist die Leber, 
aber auch der Muskel glykogenarm (Tab. 18) 

Tabelle 18 
| Glykogengehalt der Ratte nach Glykokollbelastung 








Tier Nr. Leberglykogen °/, | Muskelglykogen °/, 








21 0,169 0,185 
ae | 0,164. | 0.316 
Mittel 0,167 | 0,25 


Nun ist das Glykokoll wohl ein guter, aber triger Glykogen- 
bildner, da es langsam resorbiert wird?’). So mochten bei diesem 
3-Stundenversuch nicht gerade giinstigste Versuchsbedingungen 
vorgelegen haben. Wir gaben darauf an 4 weitere Tiere je 0,2 g 
Alanin und brachten die Tiere 31 und 82 sofort, die Tiere 34 
und 85 erst nach 1 stiindigem Aufenthalt bei normalem Druck fiir 
3 Stunden unter Sauerstoffmangel (Tabellen 19 und 20). 


Tabelle 19 
Die P-Fraktionen der Rattenleber im Unterdruck nach Alaninbelastung 











Tier Nr... . | 31| 32 | 34| 35 |Mittel] 31) 32 | 34| 35 | Mittel 





mg-°/, Phosphor °/, des Gesamtphosphors 


Gesamt-P . . . . 1105,2'104,5'101,21100,8| 102,9 100 100 {100 |100 | 100 


l.anorgan. P . .] 35,6 46,4 44,8) 39,1} 41,5] 33,8) 44,4) 44,3) 38,8) 40,3 
2. leicht hydrol. P | 15,3 13,0) 11,9) 14,3} 13,6 14,5) 12,4) 11,7) 14,2) 13,2 
3. Ester-P... 21,8) 16,8) 20,9) 19,9} 19,8] 20,7) 16,1] 20,7) 19,7; 19,3 


4. schwer hydrol.P| 32,5| 28,3) 23,6) 27,5} 28,0} 31,0] 27,1| 23,3) 27,3] 27,2 
































Tabelle 20 


Die P-Fraktionen des Rattenmuskels im Unterdruck nach Alaninbelastung 





| | 


Tier Nr... . . [| 31 | 32| 34| 35 |Mittel] 31 | 32 | 34} 35 |Mittel 
mg-°/, Phosphor %/, des Gesamtphosphors 


Gesamt-P . . . . [186,7/178,9|175,7|175,3 179,2]100 |100 |100 |100 | 100 
l.anorgan. und | | | | Den Set AE PA et 
Phosphagen-P . | 98,9, 99,0) 91,6) 90,8; 95,1} 53,0; 55,3) 52,1) 51,8) 53,0 
2. leicht hydrol.P. | 45,0) 48,2) 49,1) 46,7) 47,31 24,1) 26,9) 28,0) 26,6) 26,4 
3.Ester-P’. . . . | 23,1) 18,6| 27,2) 35,9) 26,2] 12,4; 10,4) 15,5) 20,5) 14,7 
4, schwer hydrol. P| 19,7) 13,1 7,8] 1,9, 10,6] 10,5) 7,4 4,4) 1,1] 5,9 
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Alanin ist ein ausgezeichneter und gut resorbierbarer Glykogen- 
bildner. Sein Weg vom EiweiBbaustein tiber die Brenztrauben- 
siure zum Zucker ist gut bekannt. Trotzdem speichert die Leber 
nur in einem einzigen Falle in geringem Ausmafe Glykogen; die 
Leber der 3 iibrigen Tiere ist glykogenarm (Tab. 21). Uber- 
einstimmend damit bleibt auch das anorganische Phosphat in der 
Halfte der Fille hoch wie bei hungernden Tieren. Der Muskel 
zeigt keine Veriinderung des Phosphatgehaltes; sein Glykogen 
ist vermindert. 


Tabelle 21 


Glykogengehalt von Ratten nach Alaninbelastung im Unterdruck 








Tier Nr. Leberglykogen °/, | Muskelglykogen °/, 
31 0,551 0,551 
32 Q,111 0,394 
34 0,129 0,125 
Mittel 0,24 0,34 





Der Blutzucker war mit 146 mg °/, im Mittel erhéht. Kine 
Stauung der Brenztraubensiure in der Leber konnten wir, gemessen 
am Dinitrophenylhydrazintest nach Lu”) niemals nachweisen. 
Das ist nicht tiberraschend, besteht doch, wie wir in unserer ersten 
Mitteilung ausfiihrlich dargelegt haben, die Mdéglichkeit eines 
anaeroben Abbaues der Brenztraubensiure. 


Der Ubergang von Aminosiiuren in Zucker ist daher zweifel- 
los durch den Sauerstoflmangel erschwert und die Versuche 
stiitzen in keiner Weise die Annahme eines Zusammenhanges der 
Glykogenneubildung mit dem Eiweifzerfall nach Elias. Im 
Gegenteil, die Anreicherung von Aminosiuren im Gewebe stort 
offenbar die Neubildung von Glykogen in der Hypoxie. Von den 
6 Tieren, die mit Alanin, bzw. Glykokoll belastet wurden, lassen 5 
den Glykogenanstieg in der Leber, wie ihn das hungernde Tier 
im Unterdruck zeigt, vermissen. Ihr Muskelglykogen ist teilweise 
betrachtlich gesunken. Damit kommen wir auf alte Befunde 
Ashers u.s. Mitarbeiter zuriick?®), nach denen eine alimentiire 
Glykosurie durch Alanin verstirkt wird. Das Vermégen Glykogen 
zu stapeln, aber auch das Vermégen Glykogen zu bilden, kann 
durch Aminosiuren weitgehend beeinfluBt werden. Man_ be- 
obachtet daher bei einer gemischten und kohlenhydratreichen 
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Nahrung eine deutliche Verminderung des Glykogengehaltes der 
Leber, wenn man Hiwei8 oder Eiweibhydrolysate zulegt2®2"), Die 
Hypoxie scheint diesen EKinflu8 zu verstairken. 


Zusammenfassung 


1. Glucosezufuhr bewirkt unter normalem Sauerstoffdruck nach 
3 Stunden einen voriibergehenden Anstieg des Hexosemonophosphats 
im Muskel, gemessen an der Zunahme der schwerer hydrolysier- 
baren P-Fraktionen nach Lohmann und der gleichzeitigen Ab- 
nahme des leicht hydrolysierbaren Phosphors. Im Sauerstoff- 
mangel bleibt dieser Anstieg aus und es wird kein leicht hydrolysier- 
bares Phosphat verbraucht. Der Glykogengehalt des Muskels 


indert sich weder nach Zuckerbelastung noch im Sauerstoffmangel 
innerhalb der Versuchszeit. 


2. Die Leber hungernder Ratten enthilt 0,1—0,2 °/, Glykogen, 
das nach Belastung mit 0,5 g Glucose innerhalb 3 Stunden auf 
rund 1°/, ansteigt. Damit ist ein tiefer Abfall des anorganischen 
Phosphats verbunden, der durch einen Anstieg des organisch ge- 
bundenen Phosphors kompensiert wird. Die Leber der Ratten, 
die im Sauerstoffmangel mit Glucose belastet wurden, zeigt den 
gleichen Glykogengehalt, wie die normaler Tiere, entgegen der 
Erwartung, da Sauerstoffmangel die Glykogenbildung hemmen 
miuBte. Auch die P-Fraktionen der Leber lassen ein Organ in 
voller assimilatorischer Tatigkeit erkennen. Der hohe Glykogen- 
gehalt der Leber in der Hypoxie ist jedoch nur teilweise durch 
die Glucosezufuhr bedingt, teilweise entstammt er einem Glykogen, 
das aus anderen Nihrstoffen neu gebildet wurde. BilanzmabBig 
vermag die Rattenleber im Sauerstoffmangel aus verfiitterter 
Glucose nur wenig mehr als die Halfte jener Glykogenmenge zu 
bilden, die unter normalem Sauerstoffdruck entstanden wire und 
diese plétzliche Verschlechterung des Glykogenumsatzes in der 
Hypoxie ist ein michtiger Anreiz zu einer ebenso plétzlichen 
Neubildung von Glykogen. 

8. Kin Zusammenhang dieser Neogenese mit dem EKiweib- 
zerfall, wie in Elias im Sauerstoffmangel fand, konnte durch 
Belastungsversuche mit Glykokoll und Alanin ausgeschlossen 
werden. Der Ubergang von Aminosiiuren in Zucker ist im Sauer- 
stoffmangel erschwert. Auch die Speicherungsfahigkeit fiir Glykogen 
scheint durch Uberschwemmung des Organismus mit Aminosiuren 
in der Hypoxie betrichtlich herabgesetzt zu sein. 
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Uber den EinfluB von Metallionen auf die Carboxylase 


Von 
A. J. Kossel 


Mit 5 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1942) 


Das Ferment Carboxylase, das im GirungsprozeB die Kohlen- 
siure aus der Brenztraubensiure abspaltet, besteht aus dem Apo- 
ferment und dem von Lohmann!) isolierten und als Aneurin- 
diphosphat erkannten Co-Ferment und Mg”- bzw. Mn”-Ionen. 
Lohmann?) konnte schon friiher zeigen, dab das Magnesium ein 
notwendiger Bestandteil fiir den Ablauf der Girung ist. Die 
zweiwertigen lonen Mg” bzw. Mn” wirken nicht nur aktivierend 
auf die Carboxylase, sondern miissen als ein integrierender Teil 
des Fermentes angesehen werden. 

Behandelt man wirksames Ferment enthaltende Trockenhefe 
mit m/10 saurer Phosphatlésung, so bleibt die volle Aktivitit des 
Praparates erhalten. Durch alkalische Auswaschung dagegen wird 
das Ferment aufgespalten, Co-Ferment und Fermention werden 
entfernt. Durch Aneurindiphosphat lift sich das zurickbleibende 
Apoferment wieder ergiinzen und durch Mg” oder Mn’ hoch aktivieren. 

Die Fahigkeit zweier verwandter lonen, annihernd gleichwertig 
ihre Stellung in einem organischen Wirkstoff vertreten zu kénnen, 
reete zu folgenden Untersuchungen an, die sich mit den Beziehungen 
einer Reihe von Ionen zu dem Ferment Carboxylase beschiftigen. 


Friihere Untersuchungen zu dieser Frage ergaben folgendes: 100 y Zn” 
bzw. Cu” in einem dem spiiter beschriebenen entsprechenden Ansatz, hemmen 
ausgesprochena'!). Weiter hemmen Bi, Fe, Cd und NaF, dagegen sollen Na,SO,, 
NaCl, KCl und NaCN auf das Ferment aktivierend wirken, NaCN etwa so 
stark wie Mg’), Diese Feststellungen kénnen wir nur teilweise bestitigen. 
Es erwies sich als notwendig, die lonenzusiitze in méglichst engen Konzen- 
trationsbreiten zu untersuchen, da insbesondere beim Zink ein eigenartiger 
Effekt auftritt, indem bei niedrigen Zn-Konzentrationen eine starke Hemmung 
in dem Ferment-Rohpriiparat auftritt, bei mittleren Konzentrationen aber 
eine Aktivierung. 
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Methodik 


Die Carboxylasewirkung wurde manometrisch') mit Na-Pyruvinat als 
Substrat bestimmt. Temp. 28,4°; Gasraum N, mit 5°/, CQ,. 

1. Alkalische Auswaschung: 1 g Trockenhefe (Bierhefe Loéwenbriiu- 
Miinchen) wird zweimal mit je 50 ecem m/10-Na,HPO, und anschlieBend 
einmal kurz mit 50 eem Wasser ausgewaschen (Temperatur der Wasch- 
fliissigkeiten 28—30°). Durch die Dauer der Auswaschungen (5—10 Minuten) 
1aBt sich die Wirkung abstufen; zu lange Behandlung fiihrt zu irreversibler 
Zerstérung. 

2. Saure Auswaschung: entsprechend mit 2 mal je 50cem m/10-NaH,PO,. 

3. Mazerationssaft: 1 Teil Trockenhefe mit 3 Teilen Wasser bzw. 
Phosphatpuffer 4 Stunden bei 34—36° mazerieren. 

Versuchsansiitze: Die ausgewaschene Trockenhefe wird in so viel 
m/10-Phosphatpuffer (py 6,2) suspendiert (meist 10 cem), daB in 1 cem 
Suspension die gewiinschte Menge Hefe enthalten ist. 1 ccm Suspension 
kommt in das Reaktionsgefi8, dazu folgen die im einzelnen jeweils an- 
gegebenen Zusiitze in 0,7 ecm Wasser gelést, so da das Reaktionsvolumen 
im ganzen 1,7 ecm betriigt; das Substrat wird nach dem Temperaturausgleich 
aus dem Ansatz eingekippt. Als Cocarboxylase-Priiparat wurde entweder 
das krystallisierte Cocarboxylase-Hydrochlorid verwendet oder ein Roh- 
priiparat, dessen Cocarboxylase-Gehalt etwa 2°/, betrug. Ein Unterschied 
in der qualitativen Wirkung besteht nicht. 


Wirkung von Ionen auf die Cocarboxylase 
1. Mg, Mn 
a) bei alkalisch ausgewaschener Hefe 


Tabelle 1 


Wirkung von Mg und Mn auf alkalisch ausgewaschene Hefe. 


100 mg alkalisch ausgewaschene Hefe; Rohpriiparat mit 3 y Cocarboxylase; 
6,08 mg Natriumpyruvinat; Zeit: 120 Minuten; Zahlen: emm CO, 








“17: 5x J1,5x 15x |1,5x] 5x [15x ce ae Vers.- 
Millimol Ion | 9 | 19-5} 10-4} 10-« | 10-8 | 10-3 | 10-2] 10-2 11011 Nr. 


= -osaaAseaaanInenneaaenanenaDiainS a Saaeweeenamaneanneees 
































Mg... . | 360 | 352 | 356 | 426 | 523 | 575 | 610 | 599 | 541 79 
Mn... . | 378 | 476 | 545 | 587 | 666 | — | 733 | 393 D2 78 


Der Versuch bestitigt die Ergebnisse fritherer Untersuchungen. 
Alkalisch ausgewaschene und durch Co-Ferment wieder ergiinzte 
Trockenhefe wird durch Mn und Mg in sehr kleinen Mengen stark 
aktiviert. Nach Erreichen einer bestimmten Konzentration nimmt 
die Steigerung nicht mehr wesentlich zu. Hervorzuheben ist, daB Mn 
in gréBeren Mengen vergiftend auf das Ferment wirkt, ein Effekt, 
der sich bei entsprechenden Mg-Mengen nicht erheben liBt. 
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b) bei sauer ausgewaschener Hefe 


Tabelle 2 


Wirkung von Mg und Mn auf sauer ausgewaschene Hefe 


10 mg sauer ausgewaschene Hefe; 6,08 mg Natriumpyruvinat; (ohne Co- 


carboxylasezusatz); Zeit: 120 Minuten; Zahlen: emm CO, 





- Millimol 














x xX 

















0 5X 1,5 ox 15x | 5x Vers.- 
Ion IO? F i 5 iv + iv § iv ft ig § io Nr. 
Mg . 700 703 703 657 680 719 738 — 118 
Mn 740 745 750 707 750 803 910 523 119 


Mg kann sauer ausgewaschene Hefe nur unbetrichtlich be- 
einflussen, das unverinderte Ferment scheint mit Mg in erster 
Linie abgesattigt. Erst bei sehr hoher Mg-Konzentration ist eine 
nicht unerhebliche Aktivierung zu beobachten. Die optimalen Mn- 
Mengen sind dagegen in der Lage, das Ferment erheblich zu 
aktivieren. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu _friiheren 
Untersuchungen, in denen eine Fermentaktivierung der sauer 
ausgewaschenen Hefe durch Mn nicht erreicht wurde.  In- 
wieweilt diese Unterschiede von der Heferasse oder der ionalen 
Umgebung wihrend der Ziichtung abhingen, bedarf noch der 
Klarung. 

Mn wirkt in hohen Konzentrationen wie bei alkalisch aus- 
gewaschener Hefe vergiftend, Mg kann selbst in tibermabig groBer 
Menge ohne Schidigung des Ferments zugesetzt werden. 


Im wesentlichen werden die Versuche der friiheren Ergebnisse be- 
stitigt. Die steile Aktivitiitszunahme der alkalisch ausgewaschenen Hefe 
bei geringen Ionenzusiitzen entspricht der Erginzung des organischen 
Fermentanteils durch den ionalen Partner. Der flache Anstieg bei mittleren 
Konzentrationen lift vermuten, dab die Ionen mit dem Ferment in einem 
Dissoziationsgleichgewicht stehen, dessen Verschiebung zugunsten des Ge- 
samtfermentes eine Verbesserung der Fermentleistung zur Folge hat. Die 
Leistungssteigerung der sauer ausgewaschenen Hefe durch Mn kénnte einem 
Austausch des Mn gegen das fermenteigene Mg entsprechen. Eine andere 
irklirung dieses Effektes wird unten zu besprechen sein. 


2. Fe, Ca, Co 
Die zweiwertigen Ionen Fe, Ca und Co sind anscheinend in 
der Lage, das Mg zu vertreten. Zwar ist die Zunahme der Leistung 
bei der alkalisch ausgewaschenen Hefe wesentlich geringer aber 
doch einwandfrei vorhanden. 
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Tabelle 3 


Ionenwirkung auf alkalisch ausgewaschene Hefe 


100 mg alkalisch ausgewaschene Hefe; Rohpriparat mit ~ 3 y Cocarboxylase; 
6,08 mg Natriumpyruvinat; Zeit: 120 Minuten; Zahlen: emm COQ, 






































Millimol is Salz | 0 5x [15x] 5x [15x ]5x [15x ]5x [1,5x ] Vers. 
“a 10-5] 10-4 | 10-4] 10-3 | 10-3] 10-2 } 10-2] 10-1] Nr. 
Fe |FeSO, [382] 374] 357 | 396 | 441 | 495] 551 | 472] — | 82 
Co | Co(NO,),} 342] 344 | 328 | 370] 492 | 480] 510 | 196] 61 81 
Ni NiCl, 1340] 337] 346 | 331 | 317 | 246] 103 _j, — 9] 
Cu | CuSO, |312] 286] 253 | 133] 22 2} 12] 15] 10 | 88 
Zn ZnSO, [350] 294] 275 | 234] 150 | 82] 204 |] 29] 28 90 
Ca | CaCl, [370] 351] 373 | 387 | 443 | 486] 515 | 331] 18 | 80 
Cd .|CdSO, |341] 301] 258 | 204] 148] 111] 104 | 22] — | 83 


Auch sauer ausgewaschene Hefe, die mit Mg abgesittigt ist, 
wird durch den Zusatz der Jonen Fe und Co aktiviert. 


Tabelle 4 


Ionenwirkung auf sauer ausgewaschene Hefe 


10 mg sauer ausgewaschene Hefe; 6,08 mg Natriumpyruvinat; (ohne Co- 
carboxylasezusatz); Zeit: 120 Minuten; Zahlen: emm CO, 



























































- » ca 8% 0% de ba FF Ft 8 ba Oh 
gal | (Sole j2 ish ls leis lsiel4 
m1 Salz MEnetti ctx tix iz iz ix ix it * is 
= Ope sia tM im iscltatial“’tal= 
Mg| MgSO, |705] 694 | 694 | 695 | 690 | 695 | 692 | 710 ]715|743] — [920] 160 
Mn} MnSO, [720] 7241728] 705} — | 800] 812] 875/988]888|]378] — ]| 143 
Fe | FeSO, |655] 660 | 672 | 656 | 670 | 684 | 718 | 749 [82018401642] — | 156 
Co | Co(NO,),| 712] 690 | 684 | 660 | 680 | 695 | 725 | 790 ]854|726|586] — | 157 
Ni | NiCl, 754] 738 | 703 | 686 | 642 | 580 | 572 | 602 16421656] 600} — | 158 
Cu | CuSO, |680} 23] 26] 22] 25) 24} 22] 26] 26! 231 24] — lis9 
Zn | ZnSO, = {7701 467 | 393 | 490 | 525 | 580 | 7221737] 35] 26] 20] — | 123 
Cd | CdSO, 1773] 708] 712] 688 | 701 | 707] 752 | 84517531 — | 13] — 1155 


3. Co, Ni, Zn, Cu, Cd 


Der Zusatz von Co-, Ni- und Zn-Salzen zur Carboxylase ruft 
einen eigenartigen Effekt hervor, der beim Co schwach, beim Ni 
deutlich und beim Zn ausgesprochen ist, vgl. Fig. 1. 

Bei den Ansaitzen mit sauer ausgewaschener Hefe wird die 
Kohlensaurebildung durch geringe Mengen der Ionen gehemmt. 
Nach einer gewissen Grenzkonzentration fiihrt weitere Erhéhung 
der lonen wieder zur normalen oder sogar erhéhten Ferment- 
leistung. Diese Optimalkonzentration liegt in derselben GréBen- 
ordnung wie die des Mg oder Mn. Die weitere Steigerung der 
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Konzentration fiihrt bei Co, Ni und Zn wie beim Mn zur volligen 
Inaktivierung 4), 


Das Cd wirkt bei sauer ausgewaschener Hefe ahnlich, wenn 
auch wesentlich schwacher als das Zn. Cu hemmt ausschlieBlich. 


Die naheren Beziehungen sind am Zn untersucht worden. 
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Wirkung verschiedener 2wertiger Ionen auf die Carboxylase der sauer ausgewaschenen Hefe 


Mg’’, Fe** und Mn** wirken steigernd; Zn** und in geringerem MaBGe Co** und Ni* hemmen in 
kleineren Konzentrationen und aktivieren bei mittleren Konzentrationen; Cu’* hemmt auch 
bei kleinen Konzentrationen 


a) Alkalisch ausgewaschene Hefe 
und Cocarboxylasezusatz 


Kleine Zn-Zusitze bis 5x 107% Millimol Zn im Ansatz ver- 
nichten zunehmend die gesamte Wirkung des zugegebenen Co- 
Fermentes und wirken sich weiterhin auch noch auf die durch die 
Auswaschung noch nicht entfernte Cocarboxylase hemmend aus 
(vel. Fig. 2). Diese Restcarboxylase verhilt sich etwa wie das 
Ferment der sauer ausgewaschenen Hefe. 
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Tabelle 5 


Wirkung des Zn auf die Restcarboxylase 
nach alkalischer Auswaschung 


100 mg alkalisch ausgewaschene Hefe; 6,08 mg Natriumpyruvinat; 
Zeit: 120 Minuten; Zahlen: emm CO, 





2x 10-712,5 x 10-2] Vers.-Nr. 


146 3D 140 





Millimol Zn] 0 |2,5x10-°]|1x107-7/1,5 x10 





223 93 139 193 























Konzentrationen von 1 x 10~-* bis 2 x 107? Millimol auf 
1.7 ccm Reaktionsfliissigkeit verlieren allmihlich ihre hemmende 


.. Wirkung, wihrend héhere Zusiitze von > 2,5 x 107? Millimol das 


Ferment vollstiindig inaktivieren (vgl. Fig. 2). 
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Fig. 2 
Wirkung von Zinkionen auf alkalisch ausgewaschene Hefe. 


Mit zunehmender Zinkkonzentration anfinglich starke Hemmung, dann Aktivierung 


und schlieBlich véllige Inaktivierung des Fermentes 


Die Lage des Minimums ist durch die Intensitiit der Aus- 
waschung (Tab. 6) und verschiedenen Cocarboxylasezusatz (Tab. 7) 
nicht zu beeinflussen, ebenfalls nicht die Lage des Maxi- 
mums, dagegen ist das Maximum bei weniger intensiver Aus- 
waschung wie bei gréBerem Co-Fermentzusatz 
erhoht. 


entsprechend 
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Tabelle 6 


Abhingigkeit der Zn-Wirkung yom Grad 
der alkalischen Auswaschung 


100 mg alkalisch ausgewaschene Hefe; Rohpriparat mit 5 y Cocarboxylase; 
6,08 mg Natriumpyruvinat; Zeit: 120 Minuten; Zahlen: emm CO, 


























— - - kein Co- |,, 
DF r ae ae is 
Millimol Zn 0 a0 se 1x 15x 2,5 Xx Ferment Vers. 
IG-? | iv-* | 10-* | 10-* | tate Ga ft NY. 
Stiirkere Auswaschung | 511 82 70 | 142 26 47 131 
Schwichere i‘ 587 | 147 114 252 97 194 131 
Tabelle 7 


Abhingigkeit der Zn-Wirkung von der Menge des Co-Fermentes 


100 mg alkalisch ausgewaschene Hefe; 6,08 mg Natriumpyruvinat; 
Rohpriparat mit 3—9 y Cocarboxylase; Zeit: 120 Minuten; Zahlen: emm CO, 





nid ¥ . 5x 11,5x [2,5x 5x x 15x 25x 35x Vers.- 
Millimol Zn | 0 J 10-41 10-8 | 10-3 | 10-5| 10-2| 10-2 {10-2 | 10-2 | Nr. 











3 y Cocarboxylase | 320] 158] 105 | 88 | 69 | 93 | 118 | 53 40) 128 
































by di 540} 230 | 138 | 99 | 83 | 75 | 154] 38 30 129 
9y ‘a 600} 250 | 140 | — | 88] 90] 188] 24 — 130 


b) bei sauer ausgewaschener Trockenhefe 


Die Abhingigkeit der Fermentwirksamkeit von der Zn-Kon- 
zentration ist grundsitzlich dieselbe wie bei alkalisch ausgewaschener 
Hefe. Bei mittlerer Zn-Konzentration ist der Umsatz aber eben- 
so groB oder noch gréBer als ohne Zn-Zusatz. 

VergréBert man den Zusatz der wirksamen Hefe, so verschiebt 
sich das Minimum entsprechend zu héheren Zn-Konzentrationen. 
Kin EKinfluB auf das Maximum ist nicht deutlich. Im ganzen 
wird die Kurve im Sinne einer im ganzen erhéhten Fermentwirkung 
verschoben, das Minimum liegt weniger tief und das Maximum 
héher als sonst tiber dem Ausgangswert. 

Bei sehr reichlichem Fermentzusatz (vgl. Tab. 8, Nr. 3b) bildet 
sich anstatt eines Maximums eine Maximalebene, bedingt durch 
den volligen Umsatz des Substrates nach 120’ in einer Reihe 
von Ansiitzen, so daB die Optimalkonzentration sich nicht besonders 
hervorheben kann. Bei Darstellung der Kurve iiber die Leistung 
in einer kiirzeren Versuchsdauer erhalten wir das gewohnte Bild 
(vel. ‘Tab. 8, Nr. 3a). 

Fiir die Lage der Phasen ist nicht nur die Menge der wirk- 
samen Hefe sondern anscheinend auch die fermentativ inaktive 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 276 1% 
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~ 


Hefe von Bedeutung. Der Zusatz der 10fachen Menge alkalisch 
ausgewaschener und durch Coferment nicht erginzter, d. h. also 
praktisch unwirksamer Hefe zu dem tblichen Ansatz mit sauer 
ausgewaschener Hefe verzerrt die normale Kurve (Tab. 8, Nr. 4; 
Fig. 3, Nr. 5). Die Phase des Minimums erstreckt sich iiber einen 
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Wirkung von Zinkionen auf sauer ausgewaschene Hefe: 


1. --e---e---e-- 10mg¢s.H.; 2mg Natriumpyruvinat 

2 ee —A—*+-A- 10 99 «Be .* 6 39 3” 

3 —O—O oe A a ae 9 

i waombantinw $0. £.5¢ © o ” 

5 wale o— 10 ,, s.H.; 100 ,, a. H.; 6mg Natriumpyruvinat 


Verschiebung der Phasen gegen die Zn-Konzentration bei verschiedenen Hefemengen. 
Bei verschiedenen Substratkonzentrationen entsprechende Kohlensiurebildung. 


Keine 
wesentliche Verschiebung gegeniiber der Zinkkonzentration 


gréBeren Konzentrationsbereich des Zn, das Minimum ist zudem 
etwas tiefer als im Versuch mit sauer ausgewaschener Hefe allein. 
Der anschlieBende Teil der Kurve verliuft auBer einer Rechts- 
verschiebung wie iiblich. 
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Tabelle 8. 


Wirkung des Zn bei verschiedener Menge 
sauer ausgewaschener Hefe. 
6,08 mg Natriumpyruvinat; Zahlen: emm CQ,. 
s. H. = sauer ausgewaschene Hefe; a.H. = alkalisch ausgewaschene Hefe 





see Zeit! 0 5x 11,5 x 2,5 x Ox | 1x 15x] 2x [2,5] Vers.- 
man 


10~*} 10—* | 10-9 | 10-3] 10-7] 10-2 J 10-7410-2])— Nr. 


tal 3mes.H.| 30] 62] 24] 28] 28] 431 93| 95] 221 20] 126 
ib] dsgl. 41201130] 57] 71] 721054184] 199] 33] 25] 196 
2a] 10mes.H.} 30'|440] 262 | 208 | 234 | 247 1376 | 379] 136] 26 1120, 128 
2b| dsgl. _|120'|770] 442 | 352 | 427 | 5271726 | 739) 500] 35 1120, 123 
3a! 50mes.H.| 30’|820] 770 | 589 | 582 | 620 | 888} 928] 870] 37 121, 124 
3b| dsal. |120'1865| 832 | 732 | 713 | 765 | 977 |1000]1010] 45 |121, 124 
Pam tile 30'1330] 300 | 208 | 178 1162 }185 | 304] 308] 178] 127 
megs. H. 


4b dsgl. 120°} 650] 575 | 378 | 311 | 279 | 348 | 628] 685] 550 127 


4a 






































Ein Teil des Zn ist offenbar an das Begleit-EKiweifB in diesen 
rohen Fermentpraparaten in unwirksamer Form gebunden. 


c) Mazerationssaft 


Auch die Versuche mit Mazerationssaft als Fermentpraparation 
bieten im wesentlichen dasselbe Bild. Die Verinderungen des 
Kurvenablaufs sind méglicherweise durch den im Mazerationssaft 
vorhandenen Zn-Gehalt bedingt, der in den anderen Hefepripa- 
rationen durch die Auswaschung entfernt ist. Die Auspragung 
des Minimums ist erheblich geringer; da die anschlieBende Akti- 
vierung des Fermentes in iihnlichem Ausmaf wie sonst eintritt, 
erhebt sich das Maximum stark iiber den Wert des Zn-freien 
Ansatzes. 


d) Bemerkenswert erscheint noch die Feststellung, daB die Lage 
der Phasen bei verschiedenen Brenztraubensiurekonzentrationen 
dieselbe ist. Ihre Hohe entspricht den verschiedenen Umsitzen 
(Fig. 3, Kurven 1, 2, 3). 

Tabelle 9 
Wirkung des Zn bei verschiedener Substratkonzentration. 


10 mg sauer ausgewaschene Hefe; Zeit: 120 Min.; Zahlen: cmm CO, 





25x}5x ] 1x j1,5x] 2x | Vers.- 
8 


0 Bx 15x 
10-*} 10-2 | 10-2 | 10-7 Nr. 


Millimol Zn 1074 10-3 10- 


Bei 2mg Na-Pyruvinat |326] 184 990 | 344 | 386 35 125 





























152 | 232 | 
Bei 6m¢ ms 770) 442 | 352 | 427 | 527] 726 | 739 | 500 | 120, 123 
Bei 20 me . 895} 660 840 ggg} 460] 164 


i 














260 A. J. Kossel, 


e) Wirkung des Zn auf die Reaktionsgeschwindigkeit 


Eine weitere wichtige Beobachtung laBt sich an den Mazerations- 
saft-Versuchen erheben. Jede Vermehrung des Zn verlangsamt 
die carboxylatische Reaktion. Dieser Effekt bleibt ohne Beziehung 
zu der endlichen Leistung des Fermentes (vgl. Fig. 4, 1—7). Das 
Ferment wird nicht empfindlicher, d. h. schneller zerstért, sondern 
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Fig. 4 
Wirkung von Zinkionen auf Mazerationssaft 


Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit mit zunehmender Zinkkonzentration. 
Bei mittleren Konzentrationen Erhéhung der Endleistung 


nur die Reaktion wird langsamer. Dieser Wirkungsmodus des Zn 
ist einheitlich von der zunehmenden Konzentration abhiingig und 
stellt wohl den wesentlichen Kinflu8 des Zn auf die Carboxylase dar. 

Bei der kurvenmaBigen Darstellung des Reaktionsablaufs bei 
verschiedenen Zn-Konzentrationen ist zu erkennen, daB unabhiingig 
von dem Gesamtumsatz die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion 
mit steigender Zn-Konzentration abnimmt (vel. Fig. 4). 
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Diese Verlangsamung der Benztraubensiurespaltung lieB sich 
bei den Versuchen mit Hefesuspensionen nur in dem schmalen 
Bereich zwischen optimaler und véllig inaktivierender Zn-Konzen- 
tration darstellen. Bei entsprechender Abstimmung von wirksamer 
Fermentmenge und Versuchsdauer tritt nicht nur bei optimaler, 
sondern auch bei wenig hdherer Zn-Konzentration ein volliger 
Umsatz der Brenztraubensiure ein. Die Endwerte bei den iiber 
dem Optimum liegenden Konzentrationen werden mit einer mit 


der Ktonzentration zunehmend langsamer verlaufenden Reaktions- 
geschwindigkeit erreicht. 


Ks ist hier zu betonen, da&B demnach das Kurvenbild der 
CO,-Entwicklung gegen den Ionenzusatz von der willkiirlich als 
Versuchsende gewihlten Zeit abhingt. Die von uns verwendete 


Zeit von 120 Minuten ist bei unserer Versuchsordnung die fiir 
die Darstellung geeignetste. 


f) Schutzwirkung des Mn 


Edlbacher und Zeller fanden bei der Untersuchung der 
Trypsinspaltung der Arginase, daB Mn die Arginase vor Zerstérung 
zu schiitzen vermag. Wir kénnen diesem Befund ein auftallend 
ihnliches Ergebnis anreihen. Mn in der nach friiheren Versuchen 
optimalen Konzentration vermag die Zn-Wirkung auf die Carboxylase 
vollig aufzuheben, Zn und Inhibitor greifen das Ferment nicht 
an. In der endgiiltigen Inaktivierung der Carboxylase addieren 
sich ungefihr die beiden Ionenkonzentrationen. Diese erfolgt 
also auf das einzelne lon bezogen bei geringerer Konzentration. 
Mn und Zn wirken in dieser hemmenden Funktion gleichsinnig. 
Man kann somit die Funktion des Mn gegeniiber der Carboxylase 
im Reagenzglasversuch jedenfalls dahin erweitern, dab das Mn 
dieses Ferment vor seiner Zerstérung zu schiitzen vermag, daB also 
ein Teil seiner aktivierenden Wirkung auf diesen Schutz entfallt. 


g) Vergleich der Mg-Wirkung mit der Mn-Wirkung 


Der Zusatz von Mg in optimaler Menge ist nicht in der 
: - : . ie : 
Lage, eine dem Mn 4holiche Schutzwirkung gegen das Zn zu 
° ee ° a ] . r ay 9 “ FO 
entfulten. Die Abhingigkeit der Carboxylase von der Zn-konzen- 
tration bleibt unverandert. 


Diese Versuche scheinen uns nochmals mit aller Deutlichkeit 
auszusagen; dab tatsiichlich das Mg das fermenteigene Ion der 
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Carboxylase ist; denn durch das Zufiigen von Mg im Uberschu8 
kann keine W irkung erreicht werden, die anders ist als bei dem 
normalen Ferment, wiihrend der Mn-Zusatz uns eine grundsitzliche 
Anderung gegeniiber dem normalen Verhalten erkennen liBt. 
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Fig. 5 
Beeinflussung des Zn-Effektes durch Mn** und Mg” bei verschiedenen Zn-Konzentrationen 


A Tn°* 
O Zn’ + 1,5-10—- Millimol Mg-Salz im Ansatz 
7 Zn” oa 1,5 sv* +107? 9 3 or) 39 


Mn verhindert die erste Inaktivierung der Carboxylase durch Zn, wiihrend die endgiiltige In- 
aktivierung bei geringerer Zn-Konzentration eintritt. Mg ist ohne wesentlichen Einflu8 auf 
den Zn-Effekt 


h) Wirkung weiterer Ionen 

Die Wirkungsweise weiterer Ionen wurde im _ wesentlichen 
nur an alkalisch ausgewaschener Hefe untersucht. Dabei waren 
die zweiwertigen lonen Ba und Sr in geringen Konzentrationen 
indifferent, sie hemmen dann wenig zunehmend mit hdheren 
Konzentrationen. Pb und Be hemmen von Anfang an schwach, 
mit der Konzentration stetig zunehmend. Hg und vor allem Cu 
hemmen schon in kleinsten Mengen sehr intensiv. Anderswertige 
Jonen zeigen auSer verschieden starker Hemmung keinen besonderen 


Effekt, es hemmt Ag > Au > Al>Cr (Lohmann und Kossel, 
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a. a. O.); Na und K sind indifferent im jeweilig das andere Ion 
enthaltenden Puffer, 


Tabelle 10 
lonenwirkung auf alkalisch ausgewaschene Hefe 


100 mg alkalisch ausgewaschene Hefe; Rohpriparat mit ~ 3y Cocarboxylase ; 
6,8 mg Natriumpyruvinat; Zeit; 120 Minuten; Zahlen: emm CO, 





Millimol} als o | 5x |L5x] 5x 15x] 5x f15x]} 5x 15x] 2 |: 
Ion Salz 10-5} 10-4 110-4] 10-2 | 10-*] 10-2 110-2] 10-11 .o 


Be | Be(NO,), | 300} 314 | 295 | 306] 281 | 237] 161 | 24] 14 | 84 
Sr |SrCl,  |358] 346] 339 | 346 | 358 | 342 | 281 1137] 28 | 87 
Ba | Ba(NO,), | 350] 346 | 352 | 345 | 333 | 332 | 342 | 263] 42 | 86 



































Hg HgCl, 340 | 326 | 279 | 147] 37] 22] 32] 31] — | 92 
Pb Pb(NO,), | 304 | 296 | 301 | 292 | 283 | 252] 71] 25] — | 89 


Tabelle 11 
lonenwirkung auf alkalisch ausgewaschene Hefe 


100 mg alkalisch ausgewaschene Hefe; Rohpriparat mit ~ 3 y Cocarboxylase; 
6,08 mg Natriumpyruvinat; Zeit: 120 Minuten; Zahlen: emm CO, 






































a als 9 | Dx | Lbx] 5x |15x] 5x 15x] 5x [15x] 2 
a Salz 10-5} 10-* [10-4 | 10-8 | 10-8 | 10-? } 10-2] 10-1 | 94 
oe a - 
= 

K |KCl 2941 297 | 297 | 288 | 291 | 281 | 288 | 281 | 246 | 97 
*® | CrCl, 343] 3341 332 | 336] 316 | 254] 125 | 22] 21] 85 
Rh | RhCl, 3401 338 | 337 | 331 | 296 | 262| 165 | — | — | 104 
Al | ANH, (S0,).1351] — | — | 317] 253} 127] 16] — | — ] 100 
Ag | AgNO, 983} 2761 2491179] 40] 9] 5] 7] — 101 
Au | AuCl, 351] 334] 282 | 171] 62] 16] 24] — | — | 100 


Die bereits beschriebene leichte Aktivierung des Fermentes 
durch Borat (Lohmann a. a. O.) wurde erneut festgestellt, dagegen 
konnte die erhebliche Steigerung durch CN (Tauber a. a. O.) 
nicht reproduziert werden. Ks bleibt nachzupriifen, ob es sich bei 
den friiheren Versuchen um eine Beseitigung hemmender Metall- 
ionen durch das Cyanid gehandelt hat. 

AsO,” ergibt bei geringen Konzentrationen eine nicht sehr 

‘. ' , ° , ‘ Vv < / 7 ‘f : 
eindrucksvolle Steigerung. Cl’, Br’, F’, AsO,’, und SO," scheinen 
nicht zu beeinflussen. Die Anionen wurden als neutralisierte Na- 
oder K-Salzlésung zugegeben. Auch bei der Verwendung ver- 
schiedener Mg-Salze wurde an dem steigernden Effekt des Mg 
gegen alkalisch ausgewaschene Hefe bei gleicher Mg-Konzentration 
kein wesentlicher Unterschied beobachtet. 
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Tabelle 12 


Anionenwirkung auf alkalisch ausgewaschene Hefe 


100 mg alkalisch ausgewaschene Hefe; Rohpriiparat mit ~ 3y Cocarboxylase; 
6,08 mg Natriumpyruvinat; Zeit: 120 Minuten; Zahlen: ecm CO, 






































Millimol als |, | 5x |1,5x| 5x [15x] 5x [1,5x| 5x |Vers.- 
Ton Gals 9 110-8 10-* | 10-*] 10-8 ]10-*] 10-* ]10-*| Nr. 
B,0, Na.B,0, 3101 3141 300 | 316 993 | 3371 311 | 205 | 98 
AsO, Na, AsO, 306 | 308 | 304 | 300 |] 320 | 350] — | 236] 93 
AsO, | Na,AsO, 962} 262 | 253 | 253 | 244 | 249] 244 | — 96 
CN NaCN 994] 291 | 274 | 283 | 290 | 302 | 264 Ol 94 
Sb,0, | K,H,Sb,0, | 340] 334 | 336 | 332 | 346 | 342] 325 | — | 110 
Br | NaBr 360 | 354 | 344 | 340 | 337 | 344] 332 | 317] 102 
F NaF 9951 390 | 314 | 316 | 310 | 288] 259 | 230] 103 

Diskussion 


A. Die abklingende Aktivierung in der Reihe Mn, Mg, Fe, Co, Ni, Zn 
und die sich entwickelade Hemmung bei geringen Konzentrationen von Fe 
iiber Co, Ni zu Zn mit der Sonderstellung des Cu in dieser Reihe, 1aBt eine 
Abhingigkeit der Wirkung von der Stellung der Elemente im periodischen 
System erkennen. Nicht nur das einzelne Ton vermag im Fermentkomplex 
seine Rolle zu spielen, auch seine Verwandten kénnen es, wenn auch zu 
geringerer Leistung vertreten. Die nahe Verwandtschaft dieser zweiwertigen 
Ionen der ersten Zwischenperiode des Systems der Elemente auch in ihrer 
Wirkung gegen Fermente wurde bereits an der Arginase beohachtet. Fe, 
Mn, Co, Ni, Zn und Cd aktivieren dieses Ferment®®7%*), Waihrend Edl- 
bacher und Pinésch’*) in ihren Versuchen zur Annahme einer Mn-haltigen 
Wirkgruppe im Ferment gelangen, fiihren Hellermann und Stock ™ 1) 
die Aktivierung au8er auf eine Bindung an das Ferment zudem auf die 
Komplexbildungsfihigkeit der sone mit “dem Substrat Arginin zuriick. 

Das Mg wurde von Bauer”) in den Mittelpunkt einer theoretischen 
Kroérterung gestellt: danach soll das Mg bei den Phosphorsiiure-iibertragenden 
Reaktionen der Girung eine ,,ligatorische Funktion“ erfiillen, anscheinend 
unter Eingehen einer Valenzbindung des Ions mit Substrat und Ferment. 

Auch bei dem vorliegenden Fermentproze8 wird man das Ion als 
Zentrum ansehen kénnen, das sowohl der Verkniipfung der an der Reaktion 
beteiligten Partner dient, wie auch aktiv wirksam ist. Die Verwandtschaft 
der untersuchten Ionen duBert sich nicht nur in ihrer gleichen Wertigkeit, 
sondern vor allem in ihrer Fihigkeit, als positiver Kern in starker Abhiingig- 
keit vom Radius eine Reihe von Partnern zu binden. Da sich bei unserer 
Versuchsanordnung eine direkte Beziehung zwischen Substrat und Ion nicht 
hat erheben lassen, wie sie etwa bei dem Arginin und den Ionen Ni, Co 
und Mn dargestellt werden konnte"'), miissen wir im Fall der Carboxylase 
annehmen, dab das Ion primiir am Ferment verankert ist. Die Bindung 
daran ist immerhin so stark, daB sie durch saure Ausw aschung nicht ge- 
spalten werden kann, wihrend die Zufuhr von starken Komplexbildnern mit 
dem Metall, von OH-Ionen bei alkalischer Auswaschung, das Ion herauslést. 
An das Metallferment wird das Substrat Brenztraubensiiure 


durch seine 
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Sauerstoffgruppen angelagert. Uber diese Radikale entwickelt sich die 
Wirkung des Metalls als aktives Zentrum der Reaktion. 

Der stark positive Metallkern induziert die gebundenen Sauerstoff- 
gruppen, diese wirken weiterhin auf die sie bindenden C-Atome. Damit 
wird die elektrostatisch an sich schon etwas lockere Bindung zwischen den 
Atomen C, und C, weiter gelockert und durch Eintreten eines vielleicht 
ebenfalls an das Ion gelagerten und dadurch beeinfluBten Wassermolekiils 
zu den stabilen Verbindungen Kohlensiiure und Acetaldehyd aufgespalten. 


1. OH, ces 
| Pt 3 

4 C—O H _O 
: er CH 

| _o + On an 


H,CO, —* H,O + C0, 


Der Acetaldehyd hat eine Ferment-vergiftende Wirkung. Auch diese 
1aBt sich in den Rahmen der entwickelten Modellvorstellung fiigen, wenn 
man annimmt, da8 auch der Aldehyd als Komplexbildner mit dem Metall 
fungiert und dieses soweit blockiert. 

Die in ihren Komplexverbindungen auBerordentlich nah verwandten 
lonen Mg und Mn entwickeln die fiir den Fermentvorgang giinstigsten 
Bindungskrifte. 

Verwandte Ionen kleineren wie gréBeren Durchmessers sind ebenfalls 
noch in der Lage, den fiir den Fermentproze8 notwendigen Komplex zu 
bilden, nur sind die damit veriinderten Bindungskrifte des Komplexes richt 
mehr die optimalen, die Fermentleistung somit eingeschriinkt. Vergleicht 
man an Hand der aus Krystallgittern abgeleiteten Konstanten die Durch- 
messer der wirksamen Ionen, so liegen die Grenzen bei 0,78 und 1,06 A. 
Ionen gréBeren wie kleineren Durchmessers erweisen sich als indifferent 
bzw. hemmend. Bei dieser Betrachtung erfiihrt vor allem auch die Sonder- 
stellung des Cu ihre Beriicksichtigung. Sein Durchmesser ist klein, sein 
Atomgewicht liegt am oberen Ende der besprochenen Reihe. 


B. Die Wirkung der Zn-Gruppe legt zwei Deutungsméglichkeiten nahe: 

1. Das Ion wirkt in verschiedenen Konzentrationen auf die Carboxylase 
gegensinnig. 

2. Die gegensiitzliche Wirkung entspringt dem Angriff des Zn auf einen 
Inhibitor der Carboxylase, dessen Aktivierung und Inaktivierung einer In- 
aktivierung und scheinbaren Aktivierung des Ferments entspricht. 

Das einfachste Bild bieten die Versuche mit Mazerationssaft. In ihnen 
scheint sich fast rein die ausschlieBliche Wirkung des Zn auf die Carboxylase 
ablesen zu lassen. Das Zn hemmt in diesen Versuchen das Ferment, ohne 
es zu schiidigen, d. h. es verlangsamt die Reaktion. Der Kurvenverlauf 
dieser verlangsamten Reaktion nihert sich mit zunehmender Zn-Konzen- 
tration einer Geraden und deutet damit gegeniiber dem iiblichen Kurven- 
verlauf an, daB ein sonst die Reaktion mit der Zeit durch Schidigung be- 
erenzender Faktor ausgeschaltet ist. 

Nach friiheren Untersuchungen ist bekannt, daf die Carboxylase in 
den verschiedenen Hefepriiparationen nur eine begrenzte Lebensdauer hat, 
die bei dem, aus seinen Bestandteilen wieder zusammengesetzten, Ferment 
nach alkalischer Auswaschung am geringsten ist. Der empfindliche Be- 
standteil scheint nach diesen Versuchen die EiweiBkomponente zu sein, denn 
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in alkalisch ausgewaschener Hefe geht die Reaktivierbarkeit ohne Zusatz 
von Coearboxylase besonders schnell verloren, nachtriiglicher Zusatz von 
Co-Ferment kann das Ferment nicht wieder aktivieren. Sofortiger Zusatz 
yon Aneurindiphosphorsiure verlangsamt die Inaktivierung. Diese Zer- 
stérung des Apofermentes geht auch wihrend eines Versuches vor sich und 
bedingt, neben der Vergiftung des Fermentes durch den wiihrend der 
Reaktion entstehenden Acetaldehyd, das zunehmende Erlahmen der Ferment- 
wirksamkeit. 

Es kann sein, daB dieser begrenzende Faktor auch das von Zn be- 
einfluBte Agens ist. Wenn man sich diesen Inhibitor als dem Zn ihnlich 
unterworfen denkt wie etwa die Carboxylase dem Mn bzw. Fe, also erst 
Aktivierung und dann vdéllige Inaktivierung, und diese Wirkung mit der auf 
die Carboxylase iiberlagernd darstellt, gelangt man zu unseren Kurven ent- 
sprechenden Bildern. 

Das Kurvenminimum entspricht der Vollaktivierung des Inhibitors, das 
Maximum seiner vélligen Ausschaltung, der anschlieBende Abfall der end- 
giiltigen Hemmung’ der Carboxylase selbst. Eine Vermehrung des Inhibitors 
durch Vermehrung carboxylatisch unwirksamer Hefe fiihrt zu einer stirkeren 
Ausprigung des Minimums (Fig. 3, Kurve 5). Der Hemmungsfaktor wird aus 
der Hefe weder durch saure noch durch alkalische Auswaschung entfernt. 
Die wirksame Konzentration des Zn ist durch die Menge des vyorhandenen 
Inhibitors bestimmt. In den Versuchen mit Hefesuspensionen ist die In- 
hibitorwirkung anfinglich beherrschend. Die reine Wirkung des Zn, das 
anfiinglich nur durch den Inhibitor gebunden wird, auf die Carboxylase 
wird erst in der Gegend des Kurvenoptimums sichtbar, wenn der Inhibitor 
abgesittigt ist. Bei Mazerationssaft- Ansiitzen beginnt sich das Zn sofort 
auf die Carboxylase auszuwirken. Wieweit diese Erscheinung mit der 
minderen Bedeutung des Inhibitors in diesen Versuchen, seines eventuellen 
Gebundenseins an Zellen oder Zellreste zusammenhiingt, bleibt noch offen. 

Die wechselnde Wirkung verschiedener Ionenkonzentrationen auf ein 
Ferment wurde von Yudkin an der Bernsteinsiiuredehydrogenase des 
bact. coli beschrieben. Silberionen aktivieren in kleinen Mengen die Zucker- 
dehydrogenase, vergiften in gréBeren langsam zunehmend und bei einer 
Grenzkonzentration plétzlich véllig. Bei der Bernsteinsiiuredehydrogenase 
fiihrt Ag mit steigender Konzentration zu Hemmung, dann wieder zu 
Aktivierung und schlieBlich zu vélliger Inaktivierung. Die Aktivierung wird 
als Bindung eines Hemmungsstoffes diskutiert. 

Die von uns beschriebene Wirkung des Zn (Co, Ni, Cd) auf die Carb- 
oxylase stellt somit keinen Sonderfall dar. 


Zusammenfassung 


Die Funktion des Mg als fermenteigenes Ion der Carboxylase 
wird bestatigt. Die Wirkung des Mn erschépft sich nicht in einer 
Aktivierung der Carboxylase, sondern’ beruht auBerdem bei den 
verwendeten Ferment-Rohpriparaten auf einer Schutzfunktion 
gegen einen Inhibitor. AuBer Mg und Mn beeinflussen die Carb- 
oxylase auch im periodischen System verwandte Komplexbildner 
wie Fe, Co, Ni, Zn, Cd. Die Rolle der Ionen im Fermentprozeb 
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scheint mit ihrer Komplexbildungsfahigkeit in Zusammenhang zu 
stehen. AuBer der aktivierenden Funktion zeigen die Ionen vom Fe 
iiber Co und Ni zum Zn auch eine fermenthemmende Wirkung bei 
kleinen Konzentrationen. Die Erscheinung wird als Aktivierung 
eines Inhibitors diskutiert, die erhaltenen Kurvenbilder als Inter- 


ferenz einer direkten Carboxylasebeeinflussung mit der eines 
Inhibitors angesehen. 


Die Arbeit muBte bei Kriegsbeginn abgebrochen werden. Sie 
wurde auf Veranlassung von Herrn Prof. Lohmann durchgefiihrt. 
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Nachweis des Imidazolkernes im Spinacin 


Von 


D. Ackermann 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wiirzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1942) 


Fiir das aus der Selachierleber von uns zum ersten Male ge- 
wonnene Spinacin?) mit der Bruttoformel C,H,O,N, + 2H,0O 
stellten wir die folgende Konstitution zur Eroérterung: 

_ CH, 
7 “-~cHCOOH 
an a 


. NO 
NH C NH 


Verschiedene Abbauversuche fiihrten zu keinem faBbaren Pro- 
dukt. Als wir aber dazu itibergingen, das Spinacin mit Natron- 
kalk im Wasserstoffstrom zu erhitzen, gelang die Absprengung 
des vermuteten Imidazoikernes, und zwar in Gestalt des 4-(5-)Methyl- 
imidazols. So war seinerzeit schon von Jowett?) im Pilokarpin 
und von Linneweh, Keil und Hoppe-Seyler’) im Anserin der 
Imidazolkern aufgedeckt worden. 

Mit der Herauslisung des 4-(5-)Methylimidazols aus dem Spinacin 
wird gleichzeitig die Stellung eines aufSerhalb dieses Ringes be- 
findlichen C-Atomes geklirt und die obenstehende Formel weiter 
gestiitzt. Der positive Ausfall der Diazoreaktion nach Pauly findet 
zudem jetzt seine Erklirung. 

Versuch 1, 100mgSpinacin werden mit 3¢ hirsekorngroBen 
Natron-Kalkstiicken innig gemischt und unter Durchleiten von 
Wasserstofi in einem Mikroverbrennungsrohr mit der Gasflamme 
direkt erhitzt. Die Hitze verteilt man etwas durch eine eiserne 
Drahtnetzrolle und schreitet mit der Erwirmung, am wegfiihrenden 
Ende des Rohres beginnend, nach riickwiirts fort. Die entstehenden 
Dampfe werden durch drei Vorlagen geleitet, von denen die erste mit 
verdiinnter, die beiden folgenden mit zur Hiilfte verdiinnter konzen- 
trierter Salzsiure gefiilllt sind. Nach einer Stunde wird der Inhalt 
der Vorlagen vereinigt und im Vakuum zur Trockne gebracht. Es 


i, 


CH, 
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hat sich Ammoniumchlorid abgeschieden, das durch Aufnehmen 
mit Alkohol, Verdunsten des Alkohols und mehrfaches Wieder- 
holen dieses Vorgehens abgetrennt wird. Reste des Ammoniaks 
werden nach Verdunsten des Alkohols mit einer kleinen Menge 
Permutit beseitigt. Der nun verbleibende Anteil gibt intensiv die 
Paulysche Diazoreaktion und wird bei Gegenwart von etwas kon- 
zentrierter Salzsiure mit 30°/, iger Goldchloridchlorwasserstoffsiure 
gefillt. Ks entstehen 20mg eines Goldsalzes, das aus konzentrierter 


Salzsiure umkrystallisiert nach Trocknen bei 100° im Hochvakuum 
zur Analyse kommt: 


4,300 mg Subst.: 2,010 mg Au. 
C,H,N,HAuCl, Ber. Au 46,72 Gef. Au 46,74. 


Versuch 2. 320mg Spinacin mit 6g Natronkalk ebenso, aber 
4'/, Stunde lang erhitzt. Die Mutterlauge des Ammoniumchlorides 
gibt wieder intensive Diazoreaktion und liefert ein Goldsalz, das 
nach dem Umkrystallisieren 0,2 g wiegt. Da es etwas briunlich 
aussieht, wird es durch Schiitteln mit kolloidalem Silber und wenig 
Wasser in das Chlorid verwandelt, das nun erneut mit Goldchlorid- 
chlorwasserstoffsiure gefillt wird. Das nun erhaltene Goldsalz gibt 
nach Umkrystallisieren aus konzentrierter Salzsiure und Trocknen 
bei 100° im Hochvakuum folgende Werte: 


5,747, 5,285 mg Subst.: 2,385, 2,235 mg CO,, 0,870, 0,770 mg H,O. — 
9,210 mg Subst.: 4,330mg Au. — 10,280 mg Subst.: 0,619 cem N, (18°, 730 mm). 
C,H,N.HAuCl, Ber. C 11,38 H 1,67 N 6,64 Au 46,72 

Gef. ,, 11,59, 11,54 ,, 1,69, 1,63 ,, 687 ,, 47,01. 


Das 4-(5-)Methylimidazol ist ja nach dem Verfahren von Wind- 
aus und Knoop’) leicht zugiinglich und wurde nach Sjollema 
und Kam5) aus Dioxyaceton, ammoniakalischem Zinkhydroxyd und 
Formaldehyd dargestellt. Es gibt im Gegensatz zum N-Methyl- 
imidazol intensive Diazoreaktion und lieferte ein Goldsalz von 
cleicher Zusammensetzung wie das aus Spinacin gewonnene. Schmelz- 
punkt des Spinacinproduktes 186—188°. Schmelzpunkt des syn- 
thetischen Goldsalzes 186—188°. Der Mischschmelzpunkt zeigte 
keine Depression. 

Ein Teil des Goldsalzes wurde mit kolloidalem Silber in das 
Chlorid verwandelt und dieses dann mit Natriumpikrat gefallt. 
Das 2mal umkrystallisierte Pikrat gab den erwarteten Stickstoffwert. 


‘ T 720 
5,630 mg Subst: 1,113 ccm N, (19°, 738 mm) 


C,H,N., C,H,0,N, Ber. N 2251 Gef. N 22,44. 
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Eine biologische Wirkung des Spinacins lieB sich bei orien- 
tierenden Versuchen bisher nicht feststellen. Wegen der Kost- 
barkeit des Materials konnten allerdings hohe Dosen nicht ver- 
wandt werden. Bei der Maus machten 5mg Spinacin in 0,5 cem 
Wasser subcutan keine Erscheinungen, auch nicht, als die gleiche 
Dosis nach 20 Minuten nochmals verabreicht wurde. Der Meer. . 
schweinchendiinndarm reagiert auf Dosen von 1:1 500 des Tyrode- 
bades nicht. 

Mit dem Spinacin ist die Zahl der bisher bekannten tieri- 
schen Imidazolderivate (Histidin, Histamin, Urocaninsiure, Carno- 
sin, Anserin, Krgothionein) um ein neues vermehrt. 


Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. 
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Uber die Spaltung von Acetylcholin durch Pneumokokken 


Von 
K. Schaller 


(Aus der I. Medizinischen Universitits-Klinik Wien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 13. September 1942) 


Uber die fermentativen Leistungen der Pneumokokken wurden bereits 
zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt. In erster Linie verdanken wir 
hier den bahnbrechenden Arbeiten von Avery, Neill und deren Mit- 
arbeitern sehr viel. So vermédgen Fermente der Pneumokokken Kohlen- 
hydrate zu spalten, worinter das Inulin eine Vorzugsstellung einnimmt, 
denn es wird von Pneumoxokken in spezifischer Weise angegriffen, wie 
Hiss zeigen konnte. Flemming und Neill konnten ferner auch eine 
Maltase und eine Lactase der Bakterien nachweisen. Proteolytische Fer- 
mente, die stark auf Peptone, ferner auf EiweiBkérper, jedoch nicht auf 
Albumin und Gelatine wirken, konnten Avery und Cullen finden. Me Leod 
und Gordon wiesen das Vorkommen von H,O, in Pneumokokkenkulturen 
nach, welchen Befund Hagan bestitigen konnte. Sie fiihrten das Ab- 
sterben der Pneumokokken auf diese Wasserstoffsuperoxydbildung, be- 
ziehungsweise auf den Mangel an Katalase zuriick. Avery und Morgan 
sowie Avery und Neill konnten ebenfalls Peroxyde in Pneumokokken- 
kulturen nachweisen und stellten im AnschluB daran umfangreiche Ver- 
suche an. Die Forscher konnten zuniichst finden, dai unter LuftabschluB 
gewachsene Pneumokokken nach Luftzutritt Peroxyd zu bilden imstande 
sind, was dureh kurzes Erhitzen auf 65° sowie durch Waschen der Bak- 
terien und Aufbewahren in Salzlésung verhindert wird. Die kohlenhydrat- 
spaltenden Enzyme der Pneumokokken werden durch Oxydation zerstért. 
Uber den Vorgang der Bildung von Superoxyd hat man jedoch noch keine 
klare Vorstellung gewinnen kénnen. Avery und Cullen beschrieben ferner 
noch ein bakteriolytisches Ferment, das imstande ist, durch Hitze ab- 
getétete Bakterien aufzulésen, wobei das Reaktionsoptimum bei einem py 
von 6—8 gelegen ist, also eine sehr grobe Breite aufweist, wihrend die 
Reaktionsbedingungen anderer Enzyme in einem viel kleinerem Bereiche 
liegen und damit weitgehendst von der Wasserstoffionenkonzentration ab- 
hingig sind. 

Die Pneumokokkenkulturen zeigen bekanntlich die besondere Eigen- 
schaft, daB die Bakterienleiber durch Gallezusatz aufgelést werden kénnen, 
Nach dem Aufliésen sowohl durch diesen Gallezusatz, als auch durch die 
Autolyse durch Einfrieren und nachheriges Auftauen konnte ein Enzym 
freigemacht werden, das bei einem py von 7,8 die Fahigkeit besitzt, ‘Tri- 
butyrin zu spalten, woraus hervorgeht, da in den Pneumokokkenleibern 
auch eine Esterase enthalten ist. 
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Der Zweck unserer Untersuchungen war es nun_nach- 
zusehen, ob Pneumokokkenkulturen imstande sind, Acetylcholin 
zu hydrolysieren; ob sie also eine Cholinesterase enthalten. 


Zur Kultur verwendeten wir Pneumokokken vom Typ I. Wir 
ziichteten die Bakterien, die wir durch Tierpassagen virulent er- 
hielten, auf Nihrbéden bestehend aus einer Rindfleischbouillon 
mit Pepton- und Kochsalzzusatz, wobei wir das p,, auf 7,8 hielten, 
was dem Wachstumsoptimum der Pneumokokken entspricht. Die 
Zucht gelang uns dadurch in ausgezeichneter Weise. 


Zur Autolyse der Pneumokokken waren Galle oder Gallen- 
salze ungeeignet, da sie in besonderer Weise die Cholinesterase 
hemmen, wie Sobotka und Antopol fiir die Cholinesterase des 
Blutes zeigen konnten. Wir muBten daher fiir unsere Versuche 
die Autolyse durch Einfrieren und nachheriges Auftauen wiblen, 
wodurch wir auch stets eine Klirung der in physiologischer Koch- 
salzlésung suspendierten Pneumokokken erzielen konnten. Wir 
gingen dabei folgendermaBen vor. 


Die Kultur, nicht dlter als 18 Stunden, wurde durch eine 
Viertelstunde scharf abzentrifugiert, in physiologischer Kochsalz- 
lésung mehrmals gewaschen und schlieBlich in 10 ccm pbhysiolo- 
gischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt. Diese Aufschwemmung 
hielten wir durch 48 Stunden im Kisschrank bei —5° Nach 
dieser Zeit war die Kochsalzlésung durch die Autolyse der 
Pneumokokken wieder vollkommen klar und durchsichtig. Von 
dieser klaren Flissigkeit verwendeten wir 0,5 ccm zur Bestim- 
mung der Cholinesterase, die wir im Warburgschen Apparat 
nach der Methode von R. Ammon durchfiihrten. Die Versuchs- 
temperatur betrug 37,5°, das p,, lag bei 7,91. 


In der nachstehenden Tabelle kinnen wir zeigen, daB eine 


Pneumokokkenaufschwemmung nach der Autolysierung imstande 
ist, Acetylcholin zu verseifen. 


Tabelle 1 





1423,07 8 1007,43 
699,00 9 820,08 


“steraseaktivitit in ‘steraseaktivitit in 
» > sy . MN ‘ r Y “. 
Vers. Nr. emm CO, pro Stunde Vers. Nr. emm CQO, pro Stunde 
1 ° - e 
und e¢em Suspension und cem Suspension 
1 865,20 6 935,7: 
‘) PFO se — IE 6 
2 780,96 ( 1265,90 
3 
5 
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Wir untersuchten dann auch noch Suspensionen yon Pneumo- 
kokken ohne Autolyse, wobei wir fanden, daB auch hierbei eine 
Aktivitét feststellbar war (Tab. 2). Die dabei gefundenen Werte 
lagen etwas tiefer als die durch Autolyse gefundenen. 


Tabelle 2 








Ksteraseaktivitiit in 
Vers. Nr. emm CO, pro Stunde 
und ccm Suspension 








1004,87 
793,05 
592,12 
420,30 

keine Aktivitiit 


ep OO ew QQ 





Genaue Vergleichsméglichkeiten der einzelnen Suspensionen 
sind nicht méglich, da nicht unbedingt in jeder Kultur dasselbe 
starke Wachstum zu erzielen ist. Kbenso schwer ist es fest- 
zustellen, weshalb bei den nichtautolysierten Bakterien eine etwas 
verminderte Aktivitit festzustellen war, wobei bei einem Ver- 
such (Vers. Nr. 11) tiberhaupt keine Aktivitét gefunden wurde, 
was aber wohl an einem Fehler in der Aufarbeitung gelegen 
haben diirfte. A. Wieczorek fand, da8 fiir Blutesterase nach Ab- 
kiihlung auf — 40° und nachherigem langsamem Wiedererwirmen 
auf 37° die Aktivitait wesentlich zunimmt. Wir konnten jedoch 
in dieser Richtung keine Versuche anstellen, da uns eine Ab- 
kiihlung ja eine Autolyse gebracht hatte. Fiir die Cholinesterase 
des menschlichen Blutes fand T. v. Vérébély fiir hamolysierte 
und nichthimolysierte Erythrozyten die gleichen Werte, so dab, 
wenn man Parallelen zu den Bakterien iiberhaupt ziehen darf, 
eine Wirkung an der Kapsel auszuschlieBen ware. Der Grund 
dieser unterschiedlichen Reaktion kann also noch nicht geklart 
werden. Wir werden jedoch noch weiterhin Versuche in dieser 
Richtung anstellen. 


Zusammenfassung 
Es wird gezeigt, da’ Pneumokokken vom Typ | imstande 
sind, sowohl in autolysiertem als auch in nichtautolysiertem Zu- 
stand Acetylcholin zu verseifen, also neben anderen Fermenten 
auch eine Cholinesterase enthalten diirften. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemle. 276 1S 
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Radioaktive Elemente im Bombyx mori 
Von 
Josef Hoffmann 


(Aus dem Institut fiir Chem. Techn. anorganischer Stoffe der Technischen Hochschule in Wien) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26, September 1942) 


Beeinflussung der Entwicklung durch unsichtbare Strahlung. 
Shigeru Nakashima berichtet, daB sowohl UV als auch UR 
gesiindere Raupen, grébere Kokons und eine giinstigere Seiden- 
menge ergaben; zweckmiBig ist, mit der UV-Bestrahlung zu be- 
ginnen und die von UR folgen zu lassen. J. Stoklasa erhielt 
mit y-Strahlung von 6 Millicurie Larven, die aus den bestrahlten 
Hiern 4—7 Tage friiher auskrochen, rasch wuchsen und Gewichts- 
zunahmen bis 267°/, erreichten; das Gewicht der Kokons war 
etwa verdoppelt. Das Ausschliipfen der Falter erfolgte 4—6 Tage 
friiher als bei den Kontrollen. Die von den Weibchen gelegte 
Zahl der Kier tibertraf um etwa ?/, die der Kontrollversuche. 
Bestrahlungen greifen somit bei giinstiger Dosierung férderlich 
auf die Entwicklung des Seidenspinners ein und sind daher als 
Reizfaktor anzusprechen. Das Versuchsmaterial ist dem Ent- 
gegenkommen der Frau F. Zeidler, Lehrerin, Wien, aus der 
Raupenzuchtstation Korneuburg zu verdanken. 


Einige Hinweise auf das Versuchsobjekt. Die Entwicklung des 
Spinners ist der embryonalen Entwicklung hoherer Tiere ahnlich, 
doch liegt der markante Unterschied vor, da die niederen 
Zwischenstadien ungleich linger als das Leben des entwickelten 
Tieres dauern; die Larvenzeit betriigt bis 35 Tage, die Puppen- 
ruhe etwa 20 Tage, das Leben des geschlechtsreifen Tieres wahrt 
nur Stunden. Der zwecklos gewordene Falter verendet nach der 
Erreichung des Zieles, das Leben nachfolgenden Generationen 
gewahrt zu haben. 

Die lichtempfindlichen gelben Kier fluorescieren und verfarben 


sich wihrend des UWberwinterns blaugrau. In der Puppenruhe 
18* 
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scheint die Atmungstemperatur zu geniigen. Jede Larve umhiillt 
sich mit einem doppelten Schutz: der wirme- und elektrisch- 
isolierenden Seidenhiille, die wasserundurchlassig ist, und der 
Chitinhille der Puppe. Ehe sich die Larve verpuppt, scheidet sie 
kérperfremd gewordene Stoffe aus, die auSerhalb des Chitins ab- 
gelagert werden. Jeder Seidenfaden lift sich im Gesichtsfeld 
des Mikroskopes als Doppelfaden der Spinndriise erkennen, der 
aus Fibroin und dem Sericinbast besteht. Im Ultraviolett leuchtet 
Fibroin abnlich wie Cellulose bliulich bis gelblich, das Sericin 
verschieden; beide Schichten kénnen durch Fluorescenz gut unter- 
schieden werden. Dem Fibroin, das 72—75°/, der Seidensubstanz 
betrigt und aus 48,75°/, C, 6,4°/, H und 26,7°/, O besteht, dankt 
die Seide ihre Spinnfahigkeit. Das in Alkalien, selbst in Seifen- 
lésung lésliche Sericin macht 22—23°/, aus; dazu kommen noch 
3°/, Wachs und Fettstoffe und 0,3—1,6°/, Mineralstoffe. Das 
verschiedene Verhalten der Seidenbestandteile gegen Alkalien wird 
beim Entbasten ausgenutzt. Das Seidenfibroin gibt die bekannten 
KiweiBreaktionen, besonders die Biuretreaktion (CuSO,: rotblau 
bis blauviolett) Durch Hydrolyse wird Fibroin zu Aminosiuren 
abgebaut; Seide lést sich nur langsam in Kupferoxydammoniak. 
Sie nimmt Gerbsauren und Salze, besonders SnCl, auf, ist sehr | 
hygroskopisch, kann 30°/, H,O aufnehmen, ohne na’ zu werden | 
(elektrisch verankerte H'—OH’). Seide wird zu den Geriisteiweib- | 
stoffen gerechnet, die mit heiBem H,O Sericin extrahieren lassen, | 
das reich an Serin, einer e-Amino-f§-oxypropionsiure ist und zu | 
den Collagenen gezihlt wird. Wie die meisten Bausteine lebender | 
Kérper ist Seide lichtempfindlich. 

Die Analyse. Es wurde analytisch untersucht, ob der 
lebende Koérper des Falters und die Chitin- sowie Seidenhiille der 
Radioaktivitat unterliegen. Zur Erfassung von Uranspuren wurde 
die friiher beschriebene chemisch-analytisch-physikalische Methode 
verwendet. Die Chitinsubstanz widersteht lingere Zeit den vollen 
Geblasetemperaturen. Der Phosphor muBte restlos entfernt werden 
(Behinderung der restlosen Fe- und U-Fillung). Nicht mehr analy- 
tisch erfaBbare Uranspuren sind durch U-freies FeCl, mitgerissen 
' worden. Das isolierte U wurde auf NaF iibertragen und die 
| Lichtstairke der Fluorescenz gemessen. 

Die Puppe. Bei 2 Kokons sind die Seidenhiillen und die 
Larvenexkremente entfernt und die Chitinhiille einschlieBlich der 
Substanz des werdenden Falters verascht worden. 2,8043 g Puppen 
ergaben 0,0362 g weiBe, in Sidure restlos lésliche Asche. Die 
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Lichtstarke entsprach 5-10-"g U/25 mg NaF, woraus sich ergab: 


40-5-10~"g U/0,0362 = 5,52-10—4g U/g Asche = 0,0552°/, U baw. 
40-5-10~"g U /2,8043 = 7,13-10—° g U/g Puppe = 7,13-10-4°/, U. 








Die Seidenhiille. Die AuBerlich lichtgelbe, innen goldgelbe 
Hiille von 0,5306 g Seide zweier Kokons hinterlieB 0,0049 g weiBe, 
in Saure mit gelber Firbung ldsliche Asche. Die Lichtstiirke 
entsprach 107-7g U/25mg NaF, wodurch erfaBt wurden: 


40-107-7/0,0049 g Asche = 8,16-10—*g U/g Asche = 8,16-10-2°/, U - 
und 
40-10—7/0,5306 g Seide = 7,53-10-°¢ U/g Seide = 7,53-10—49/, U. 








Kontrolle mit 1 Kokon. 0,2451 g Seide ergaben 0,0029 g Asche, 
die in der Si0, nicht abfliichtbar war; der FluBsiureriickstand ergab 
dagegen eine Zunahme von 5-10~‘g, was dafiir spricht, daB nicht 
flichtige Fluoride entstanden (Cal’,?), Die Lichtstarke konnte 
anscheinend noch mit 5-10~-%g U gewertet werden, wonach vor- 
lagen: 

40-5-10-§ g U/0,0029 g = 6,8965-10—4 g U/g Asche = 0,0069°/, U 
bzw. 
40-5-10-§g U/0,2451 g = 8,15-10~*g U/g Seide = 7,53-10—4°/, U; 


der Durchschnittswert 7,84-10~® ¢ U/g Seide besagt, daB im Eiweib- 


kérper U-Atome eingebaut sind; die U-Menge ist geringer als die 
der Puppe. 











Falter und Chitinhiille. Die ruhende Puppe reagierte in der 
ersten Erregungsphase auf konzentrierte Chloroformdampfe mit 
Sprungbewegungen; das Atmungszentrum war erst nach 10 sec 
lahm gelegt. Die Masse des werdenden Falters war tabaksaft- 
farbig, hauptsachlich flissig kolloid. Die vorgetrocknete Substanz 
von 2 Stiick Faltermasse zu 1,6648g ergab 0,0181¢ Asche mit 
10-*g U, somit: 


40. 10-8 ¢ U/0,0181 = 2.21-10-5¢ U/g Falterasche = 2,21-10—*°/, U, 
40-10-8¢ U/1,6648 = 2,4-10—"g U/g Faltersubstanz =2,4-10~°°/,U. 
Die U-Konzentration der Chitinhiille ergibt sich indirekt als 


7,13-107°8 — 2,4-107' 
= 6,9-10-*g U/Chitinsubstanz = 6,9-10~*°/, U. 
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Experimentelle Kontrolle. 2 Chitinhillen zu 0,9075 ergaben 
0,0900 Asche und die Fluorescenz 1 bis 2-10~"g U, somit 


40 baw. 80-10-7/0,09 = 4,44 baw. 8,88-10~° g U/g Chitinhiille 
— 4,44 baw. 8,88-107°/, U, 

40 baw. 80-10—7/0,9075 = 4,4 bzw. 8,81-10-°g Ug Chitinhiille 
= 4,4 baw, 8,81-10-4"/, U. 


Durchschnitt: Asche = 6,66-10~%°/, U; Chitinhiille 6,6.10~4°/, U, 

















Diskussion 
Die Trockenmasse des Falters besteht hauptsiichlich aus 
Kaliumphosphat. Der Puppenkérper ohne Chitinhiille enthalt 
2,.4-10-7¢g U/g Faltersubstanz, 


die Chitinhiille 6,78-10~®g U/g, die Seidenhiille 7,84-10~° g U/g. 
In der Puppe (Insekt + Chitin) ist die héchste U-Konzentration 
vorhanden. Puppe und Vogelei!) haben gemeinsam, dab der 
Urangehalt der lebenden Substanzen geringer ist als der ihrer 
Schutzhiille: a) Chitin, Seide; b) Calciumcarbonatphosphatschale. 
Der sich entwickelnde Insektenkérper unterliegt somit nicht nur 
der geschiitzten Atmungstemperatur, sondern den verschiedensten 
Strahlungen, a) der @-, 8- und y-Strahlung des U sowie der 
schwiicheren f- des Kaliumisotopes 41." 

Obgleich einzelne Organe des Falters nicht untersucht wurden, 
geht aus der relativ hohen U-Konzentration der Seide hervor, dai 
die Spinndriise des Falters U konzentriert enthilt. Die wasser- 
undurchlissige Seidenhiille des Kokons muB naturgemif die 
zwischen der Seiden- und Chitinschichte liegende Luft ionisieren. 
Der ruhende Puppenkérper unterliegt der Radioaktivitit der 
kreisenden Uranmengen. Sie wird unterstiitzt durch die strahlenden 
Chitinwinde, wobei - und y-Strahlen durchdringendere Wirkungen 
haben. Der eingangs erwiihnte Reizfaktor durch unsichtbare 
Strahlung ist daher kein kérperfremder Faktor. Das Aufdecken 
von Uran im Insektenkérper schlieBt sich friiher mitgeteilten 
Ergebnissen an, denen zufolge das schwerste der radioaktiven 
Atome, das U, stiindig in Pflanzensiiften und den Blutbahnen 
héherer Tiere kreist und nachweislich in besonderen Organen 
konzentriert ist. Es war auch nachweisbar, daB griine Einzeller 
und chlorophylifreie Zellen der Radioaktivitit unterliegen. Wir 





1) Im Druck. 




















annem tin... 
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konnten auch feststellen, da verschiedene U-Konzentrationen 
hiufig gradweise auf die Hefezelle wirken und 10-! bis 10-4¢ U 
in verschiedenem MaB giftig sind. Mitunter beobachteten wir 
selbst bei 10-5¢ U noch geringe Zellschaiden als Folge einer 
Giftwirkung, obgleich diese GréBenordnung ausnahmslos auf die 
Zellvermehrung optimal wirkt. Hingegen waren bei langandauernder 
Kinwirkung die verschiedensten Effekte die Folge; nicht optimal- 
wirkende GréSenordnungen ergaben als Summationseffekt die 
optimalen Wirkungen. Der experimentell erbrachte Nachweis, 
daB U und K in Fortpflanzungskérpern auftritt, somit vererbt 


wird, besagt, daB Uran und das Atom 41 als Bioelemente fest- 
gestellt sind. 
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Nachtrag zu der Arbeit 
Uber die Einwirkung von Bleitetra-acetat | 
auf einige Sterinderivate“ 
Von 


Adolf Windaus 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Géttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4, November 1942) 





In einer kirzlich mit U. Riemann verdffentlichten Arbeit’) 
habe ich in einer Anmerkung darauf hingewiesen, da iiber die 
Struktur des Ergosterin-peroxyds und des ihm entsprechenden 
Ergostadien-triols noch Unsicherheiten bestiinden. Wir hatten 
seinerzeit das Peroxyd als ein 5,6-Peroxyd der Formel I an- 
gesehen, wihrend Crigee und Mitarbeiter’) die Formel II eines 
9,8-Peroxyds befiirworteten. 


CH, C,H, 
hi, 


CH, | | _ 





Beim Niederschreiben dieser Anmerkung war mir entfallen, 
daB8 bereits Fieser in seinem Buch) und W. Bergmann und 
Mitarbeiter in einer Untersuchung‘) gute Griinde fiir die Formel II 
der Peroxyds angefiihrt hatten. 





1) Diese Z. 274, 206 (1942). 
*) Crigee, Marchand u. Wannowius, Liebigs Ann. 550, 114 (1942). 


*) The chemistry of natural products related to phenanthren (New 
York 1936) S. 174. 


4 - m4 y ‘ . . 
) Bergmann, Hirschmann u. Skau, Journ. of organ. Chemistry, 


4, 29 (1939). 
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Bergmann und Mitarbeiter haben auch eine einleuchtende 
Deutung fiir die thermische Umlagerung des Ergosterinperoxyds!) 
gegeben und dem Reaktionsprodukt in Analogie mit dem Ver- 
halten anderer Peroxyde die Formel [Ii erteilt. 


CH, —C,H,, 
a 

[1 Pi i 

| O 


HO” S74 


') Windaus, Bergmann u. Liittringhaus, Liebigs Ann. 472, 195 
(1929). 
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hs ist unbedingt notwendig, daf alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, moglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemaf auf die Preisgestaltung 
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